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Gy Gray 

HIF Hypoxia Inductible Factor 

HNRNPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

HPS Hématoxyline, phloxine, safran 

HRE Hypoxia Responsive Element 

HRMS Hypoxia-Regulated MicroRNAs 
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let-7 lethal-7 
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LOH10q Loss of heterozygosity on chromosome 10q  

LPD Lipid-polycation-DNA complexes  

m7G 7-méthyl-guanosine 

MAPK Mitogen-activated Protein kinase 

MDM2 Mouse Double Minute 2 

MDR Multidrug resistance 

MGMT  O6-méthylguanine-DNA méthyltransférase 

miARN ou miR micro-ARN 

miRISC miRNA-induced silencing complex 

NCLs Nanocapsules lipidiques 

NPS Nanoparticules polysaccharidiques 

O2 Oxygène 

OMS  Organisation mondiale de la santé 

P-bodies Processing-bodies 

PBS Phosphate Buffer Saline 

PDCD4 Programmed cell death protein 4 

PDGFR Plateted-Derived Growth Factor Receptor 
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PHL Prolyl hydroxylases 

PI3K  Phosphatidyl-Inositol triphosphate kinase 
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PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 

PLC-γ Phospholipase C-γ 

pO2 Pression partielle en oxygène 

pri-miARN primaire-miARN  

pré-miARN précurseur de miARN 

PS Phosphorothioates 

PTEN Phosphatase and TENsin homolog 

Rb Rétinoblastome 

RECK Reversion-inducing-cysteine-rich  

RGD Arginine-glycine-acide aspartique 

RIN RNA Integrity Number 

RISC RNA-induced silencing complex 

SAHA  Suberoylanilide hydroxamic acid 

SNC                      Système nerveux central 

siARN small interfering ARN 

stRNA small temporal RNA 

TGF-béta Transforming Growth Factor beta 

TGFBR Transforming growth factor beta receptor 

TGFR Transforming Growth Factor Receptor 

TOPORS Topoisomerase I Binding, Arginine/Serine-Rich, E3 Ubiquitin Protein Ligase 

TP53 Tumor protein P53 

TP53BP2 Tumor Protein P53 Binding Protein 

UTR UnTranslated Region 

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

VHL Von Hippel-Lindau 
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I. Le glioblastome, les cellules cancéreuses de type souche 
et le marqueur associé AC133/1 
 

1. Le glioblastome 

1.1. Généralités sur le cancer 

 
Le cancer se manifeste par une production anormale de cellules indifférenciées, qui 

échappent au contrôle de l’organisme, se multiplient indéfiniment et peuvent atteindre 

différents organes. Ce disfonctionnement du contrôle du cycle cellulaire résulte d’altérations 

génétiques et/ou épigénétiques au sein des cellules dont l’étiologie demeure incertaine et 

peut inclure : les radiations, des virus ou des agents chimiques. Si l’on ne connaît pas 

d’entité causale aux cancers, alors certaines caractéristiques du comportement cellulaire 

peuvent être décrites comme constituantes de la signature d’une cellule cancéreuse ; il 

s’agit de l’immortalité réplicative, de l'induction de l'angiogénèse, de la résistance à la mort 

cellulaire, de l’autosuffisance en signaux de croissance, de l’insensibilité aux inhibiteurs de 

prolifération, de l’invasion tissulaire ou du potentiel métastatique (Figure 1) (Hanahan and 

Weinberg 2000; Hanahan and Weinberg 2011).  

 

 

Invasion tissulaire 
et potentiel 

métastatique

Résistance à la 
mort cellulaire

Induction de 
l’angiogénèse

Insensibilité aux 
inhibiteurs de 
prolifération

Capacité à se 
diviser indéfiniment

Autosuffisance en 
signaux de croissance 

 

Figure 1 : Caractéristiques des cellules cancéreuses, d’après (Hanahan and Weinberg 2000; 

Hanahan and Weinberg 2011) 
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Ces éléments symptomatiques peuvent être complétés de caractéristiques 

émergentes des cellules cancéreuses que sont : la dérégulation du métabolisme énergétique 

et l’échappement des cellules à la surveillance du système immunitaire. Au plan causal, un 

facteur intrinsèque que constitue l’instabilité du génome et un facteur extrinsèque qu’est 

l’inflammation, peuvent s’avérer comme des éléments, sinon permissifs, favorables à 

l’émergence d’un phénotype cancéreux (Figure 2) (Hanahan and Weinberg 2011). 

 

 

Echappement au 
système 

immunitaire

Dérégulation du 
métabolisme 
énergétique 

Inflammation 
Instabilité du 

génome et présence 
de mutations

Caractéristiques 
émergentes

Facteurs 
favorisant le 

cancer
 

 

Figure 2 : Caractéristiques émergentes et facteurs favorisant le développement de 

cellules cancéreuses, d’après (Hanahan and Weinberg 2011) 

 

 

1.2. Les tumeurs cérébrales : épidémiologie, symptômes, 
diagnostic et classification 

1.2.1. Épidémiologie 

 
Les tumeurs cérébrales sont les cancers affectant le système nerveux central (SNC) 

dont le cerveau, siège de notre conscience et par là-même particulier. Avec une incidence 

annuelle de 4 pour 100000 habitants chez l’adulte, ces tumeurs sont fréquentes et 

représentent environ 2400 nouveaux cas chaque année en France. Parmi les tumeurs du 

SNC, les tumeurs gliales malignes ou gliomes représentent 2% de l’ensemble des cancers 

(Chatel et al. 2005) et sont la deuxième cause de mortalité par cancer chez l’enfant et la 
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troisième chez l’adulte de moins de 40 ans (Ohgaki and Kleihues 2005). Les gliomes 

affectent les cellules gliales et plus particulièrement les cellules macrogliales comme les 

astrocytes et les oligodendrocytes. 

 

 

1.2.2. Symptômes 
 

Certains symptômes sont communs à de nombreux cancers comme les crises 

d'épilepsie, les nausées et les vomissements, les maux de tête, et l’hémiparésie. D’autres 

signes cliniques, plus spécifiques aux patients atteints de tumeurs cérébrales, sont une 

perte progressive de la mémoire, une dégradation de la personnalité voire un déficit de 

celle-ci dû à un endommagement des lobes frontal et temporal (Chatel et al. 2005).  

 

 

1.2.3. Diagnostic 
 

Dès lors que les patients présentent ces différents signes cliniques, les médecins 

utilisent plusieurs techniques ou interventions pour déterminer si une personne est atteinte 

ou non d'une tumeur au cerveau. Le médecin établira un bilan complet de santé, puis 

effectuera un examen physique. Par la suite, les médecins auront recours aux techniques 

d’imageries que sont la tomodensitométrie également appelée scanographie de type CT-

scanner (Computed Tomography) ainsi que l’imagerie par résonance magnétique (IRM) 

(Martin-Duverneuil et al. 2008). Le CT-scanner, une technique d'imagerie médicale basée 

sur l'absorption des rayons X par les tissus, permet de mettre en évidence la localisation de 

la tumeur ainsi que d’estimer la masse de celle-ci. L’IRM est une technique d’imagerie 

médicale reposant sur le principe de résonance magnétique nucléaire. L'IRM sollicite 

l’utilisation d’un champ magnétique qui est produit par un aimant créant une magnétisation 

des tissus par alignement des moments magnétiques de spin. L’IRM est essentiellement 

utilisée pour le SNC, les muscles, le cœur et les tumeurs, et permet la visualisation des 

tissus mous avec une sensibilité de contraste importante ; en revanche l’IRM ne permet pas 

la visualisation des tissus « durs ». Ces deux techniques ont besoin d’utiliser des agents de 

contraste comme des produits à base d’iode ou des produits paramagnétiques de type 

gadolinium (Figure 3).  
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Figure 3 : Diagnostic des tumeurs cérébrales par deux types d’imagerie : CT-scanner 

après injection d’iode (A) ou IRM après injection de gadolinium (B), d’après 

l’Association pour la Recherche sur les Tumeurs Cérébrales 

 
 

Le diagnostic est par la suite enrichi par des examens anatomopathologiques 

permettant de mettre en évidence les caractéristiques histologiques de la tumeur, ces 

examens sont réalisés suite à une biopsie ou à une résection tumorale. 

 
 
 

1.2.4. Classification 
 

Différentes classifications des gliomes ont été développées et ont conduit à la 

classification de l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) qui est basée sur des méthodes 

d’immunohistochimies (Louis et al. 2007). En effet, la classification de l’OMS repose sur un 

diagnostic histologique comparant les analogies des cellules tumorales à celles des 

astrocytes ou des oligodendrocytes normaux.  

 

Au sein de cette classification, quatre grades sont définis selon le degré de 

malignité :  

- le grade I fait référence à des tumeurs plutôt bien définies avec une croissance lente et 

dont l’exérèse permet dans la majorité des cas la guérison, 

- le grade II correspond également à des tumeurs à croissance lente mais dont les limites 

sont moins bien définies, 

- le grade III correspond à des tumeurs anaplasiques avec une évolution rapide, 

- le grade IV correspond à des tumeurs malignes mal définies, infiltrantes et se multipliant 

rapidement (Kleihues and Sobin 2000). 

 

A B 
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Les gliomes, des tumeurs issues du tissu de soutien ou de la glie, regroupent trois 

types : les astrocytomes, les oligodendrogliomes et les oligoastrocytomes également 

appelés gliomes mixtes, chacun étant subdivisé en différents grades. Les astrocytomes sont 

divisés en 4 grades : les astrocytomes pilocytiques (grade I), les astrocytomes diffus ou de 

bas grade (grade II), les astrocytomes anaplasiques (grade III) et les glioblastomes 

multiformes (GBM) (grade IV). Quant aux oligodendrogliomes et aux oligoastrocytomes, ils 

sont classés selon deux grades, grade II et grade III (Kleihues and Sobin 2000) (Tableau 

1). 

 

 

 

Tableau 1 : Classification des tumeurs gliales selon l’OMS 

 

 

Les caractéristiques histologiques se définissent au niveau de l’état de 

différenciation, la densité cellulaire, la présence ou l’absence d’atypies cytonucléaires, la 

présence ou non d’activité mitotique, la présence ou non de nécrose ainsi que la présence 

ou l’absence de prolifération capillaire (Tableau 2) (Kleihues and Sobin 2000).  

 

Types Grade I Grade II Grade III Grade IV 

Astrocytome 
Astrocytome 

pilocytique 

Astrocytome de bas 

grade 

Astrocytome 

anaplasique 

Glioblastome 

(GBM) 

Oligodendrogliome  
Oligodendrogliome 

de bas grade 

Oligodendrogliome 

anaplasique 
 

Oligoastrocytome  

ou gliome mixte 
 

Oligoastrocytome de 

bas grade 

Oligoastrocytome 

anaplasique 
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Tableau 2 : Classification des gliomes selon leurs caractéristiques histologiques, d’après (Kleihues and Sobin 2000)

Types Grades Différenciation 
Densité 

cellulaire 

Atypies 

cytonucléaires 

Activité 

mitotique 
Nécrose 

Prolifération 

cellulaire 

Astrocytomes 

Grade 

II 
Élevée Modérée Occasionnelles ≤ 1 mitose Absente Absente 

Grade 

III 

Anaplasie focale ou 

dispersée 
Importante Présentes Présente Absente Absente 

Grade 

IV 
Faible Élevée Marquées Marquée Présente Présente 

Oligodendrogliomes 

Grade 

II 
Élevée Modérée Possibles Occasionnelle Absente Absente 

Grade 

III 

Anaplasie focale ou 

dispersée 
Importante Possibles Forte Possible Possible 

Oligoastrocytomes  

ou gliomes mixtes 

Grade 

II 
Élevée 

Faible ou 

modérée 
 

Absente ou 

faible 
Absente Absente 

Grade 

III 
 Importante Possibles Marquée Possible Possible 
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En effet, les astrocytomes de grade I présentent une forme biphasique comprenant 

des cellules bipolaires, des fibres de Rosenthal et des cellules rondes pseudo-

oligodendrogliales formant des microkystes. Les astrocytomes de grade II présentent des 

cellules avec des noyaux excentrés et des cytoplasmes éosinophiles. Les astrocytomes 

anaplasiques (grade III) possèdent une densité cellulaire beaucoup plus importante. Les 

GBM sont quant à eux caractérisés par une prolifération microvasculaire (Figure 4) 

(Figarella-Branger et al. 2008).  

 

 

       

 

Figure 4 : Coupes histologiques de tumeurs astrocytaires, A : astrocytomes de grade 

I (coloration HPS-hématoxyline, phloxine, safran-), B : astrocytomes de grade II (coloration 

HPS), C : astrocytomes anaplasiques (coloration HPS) et D : GBM (coloration HPS), d’après 

(Figarella-Branger et al. 2008) 

 

 

Les deux grades d’oligodendrogliomes comportent des cellules tumorales arrondies à 

noyaux irréguliers et des zones de microkystiques (Figure 5) (Figarella-Branger et al. 

2008) 

 

 

                 

 

Figure 5 : Coupes histologiques de tumeurs oligodendrogliales, A : 

oligodendrogliome de grade I (coloration HPS) et B : oligodendrogliome de grade II 

(coloration HPS), d’après (Figarella-Branger et al. 2008) 

A B C D 

A B 
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Pour les gliomes mixtes ou oligoastrocytomes, le diagnostic histologique est plus 

difficile, car ils se confondent avec les oligodendrogliomes et les astrocytomes en possédant 

des caractéristiques histologiques de chacune de ces pathologies (Figarella-Branger et al. 

2008). 

 

En ce qui concerne la pathologie « gliome » appréhendée au cours de ce travail, le 

GBM en est la forme la plus indifférenciée, la plus fréquente et la plus agressive chez 

l’homme (Bao et al. 2006). Les cellules de GBM s’infiltrent au sein du cerveau, provoquent 

une inflammation du tissu cérébral suivie de la formation d’un œdème, le tout associé à une 

hyperpression intracrânienne entraînant le décès des patients (Stupp and Hegi 2007). Avec 

une survie moyenne comprise entre 12 et 15 mois, le pronostic du GBM est dramatique 

(Bao et al. 2006; Stupp and Hegi 2007). Moins de 5% des patients survivent au delà de 5 

ans (Grossman and Batara 2004). Le GBM a une incidence plus importante chez les sujets 

âgés entre 45 et 70 ans (Chatel et al. 2005). Dans la plupart des cas, les GBM primaires 

sont sporadiques, c’est à dire sans prédisposition familiale, avec la présence d’anomalies 

chromosomiques (cf. paragraphe 1.3. Caractéristiques physiopathologiques et moléculaires 

du glioblastome). 

 

 

1.3. Caractéristiques physiopathologiques et moléculaires du 
glioblastome 

 

Les altérations moléculaires observées dans les GBM ont permis de mettre en 

évidence deux formes de progression des GBM : les GBM primaires (ou de novo) 

représentant 90% des GBM et les GBM secondaires (Kanu et al. 2009). Ces altérations 

comprennent des incohérences génétiques, des dérégulations des voies de signalisation du 

cycle cellulaire liées aux facteurs de croissance et aux gènes suppresseurs (Figarella-

Branger et al. 2008).  

 

 

1.3.1. Aberrations chromosomiques  
 

Les altérations chromosomiques les plus fréquentes sont une délétion au niveau du 

chromosome 10, un gain au niveau du chromosome 7, des pertes du 22q, 1p et 19q. En ce 

qui concerne, la perte du chromosome 10, celle-ci peut toucher la totalité du chromosome, 

ou seulement le 10p ou le 10q (Ohgaki and Kleihues 2007).  
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1.3.2.  Dérégulations des voies de signalisation  

a)  Dérégulations liées aux facteurs de croissance 

 

 Ces dérégulations sont en générale liées à des récepteurs des facteurs de croissance 

de type tyrosine kinase tels que l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), le VEGFR 

(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), le PDGFR (Plateted-Derived Growth Factor 

Receptor) et le TGFR (Transforming Growth Factor Receptor) (Kanu et al. 2009). Parmi ces 

quatre récepteurs le plus fréquemment modifié est l’EGFR, et plus particulièrement son 

variant III accru dans les GBM primaires (Kanu et al. 2009). 

 

L’activation de l’EGFR variant III entraîne celle de différentes voies comme : 

 

- la voie de la PLC-γ (Phospholipase C-γ) par l’activation de la protéine kinase C, qui régule 

la transcription des gènes impliqués dans la prolifération, l’apoptose et l’angiogénèse, 

 

- la voie des MAPK (Mitogen-activated Protein kinase) qui induit l’activation de facteurs de 

transcription et qui est impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire, 

 

- la voie de la PI3K (Phosphatidyl-Inositol triphosphate Kinase) qui est impliquée dans la 

survie cellulaire par stimulation de la protéine kinase Akt. 

 

Par exemple, dans le cas de l’activation de la voie de signalisation PI3K-Akt. 

L'EGFR, activé lorsqu’il se lie au facteur de croissance, recrute PI3K à la membrane 

cellulaire. Ensuite, PI3K va phosphoryler le PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en 

PIP3. Par la suite, PIP3 va activer des molécules telles que la protéine Akt ou la cible de la 

rapamycine (mTOR). Cette voie étant inhibée par PTEN (Phosphatase and TENsin homolog). 

La protéine Akt inhibe l’apoptose et active la prolifération cellulaire. Dans le cas de l’EGFR 

variant III, la signalisation est identique et aboutit aux mêmes effets que sont le maintien 

de la prolifération cellulaire et la survie des cellules tumorales (Figure 6) (Mellinghoff et al. 

2005). 
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Figure 6 : Voie de signalisation PI3K/Akt, d’après (Mellinghoff et al. 2005) 

 

 

b)  Dérégulations liées aux gènes suppresseurs 
 
 Une des dérégulations la plus fréquemment observée dans les GBM secondaires est 

la mutation du gène TP53. La protéine p53 joue un rôle important dans le contrôle des 

cycles cellulaires, son inactivation engendre des aberrations chromosomiques (Ohgaki and 

Kleihues 2007). Son inactivation est possible par une amplification ou une surexpression de 

MDM2 (Mouse Double Minute 2) qui dégrade p53 (Furnari et al. 2007). 

 

 Une autre voie de signalisation également impliquée dans la tumorogénèse des GBM, 

est la voie Rb (Rétinoblastome). Ces altérations peuvent être une délétion homozygote du 

gène suppresseur p16 (plus fréquent dans les GBM primaires) ou une forte méthylation de 

son promoteur (plus fréquent dans les GBM secondaires) (Nakamura et al. 2001).  
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L’inactivation d’autres gènes est possible par le biais de l’hyperméthylation de leurs 

promoteurs, en effet c’est le cas du gène O6-méthylguanine-DNA méthyltransférase 

(MGMT) codant pour la protéine de réparation MGMT. La fonction de cette protéine est de 

surveiller l’ADN en éliminant les groupements alkyls trouvés en position O6 sur les guanines 

(Combs et al. 2011). La présence de la MGMT dans les cellules normales permet une 

protection de celles-ci contre des carcinogènes exogènes. Dans les cas des cellules 

tumorales, une corrélation existe entre l’expression de la MGMT et la résistance aux agents 

alkylants fréquemment utilisés pour le traitement des GBM. Les patients présentant une 

méthylation de MGMT sont plus sensibles aux agents alkylants (Esteller et al. 2000). 

 

Une autre mutation est également présente dans les GBM, c’est la mutation du gène 

IDH-1 (Isocitrate Déshydrogénase-1). La présence de cette mutation définit l’évolution du 

GBM, en effet cela facilite la distinction entre les GBM primaires et les GBM secondaires 

(Combs et al. 2011). Cette mutation est peu présente dans les GBM primaires (environ 6% 

des cas), par contre, elle est constatée dans environ 50% des GBM secondaires (Balss et al. 

2008; Ichimura et al. 2009) 

 

 La figure 7 résume les altérations physiopathologiques et moléculaires initiant des 

GBM primaires et secondaires. 

 

 

GBM SECONDAIRES

Monosomie 10q (LOH10q) (60%)
Amplification de l’EGFR (10%)

Mutations PTEN (5%)
Mutations TP53 (65%)
Délétion p16INK4A (20%)

GBM PRIMAIRES

Monosomie 10q (LOH10q) (70%)
Amplification de l’EGFR (40-60%)

Mutations PTEN (25%)
Mutations TP53 (30%)

Délétion p16INK4A (30%)

 

Figure 7 : Altérations physiopathologiques et moléculaires initiant des GBM primaires et 

secondaires, d’après (Kanu et al. 2009; Ohgaki and Kleihues 2007) 

 

 

1.4.  Les traitements du glioblastome 

1.4.1.  La chirurgie 

 

Le premier traitement est la chirurgie qui consiste en une résection tumorale réalisée 

par les neurochirurgiens. Celle-ci n’est réalisable que si la localisation de la tumeur le 

permet. La résection tumorale permet de réduire les symptômes dus à l’hypertension 
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intracrânienne. Les GBM étant des tumeurs qui diffusent dans le parenchyme cérébral, 

l’exérèse totale est difficile. C’est pourquoi, dans la majorité des cas, des thérapies sont 

associées à la chirurgie comme la radio/chimiothérapie. 

 

 
1.4.2.  La radiothérapie 
 

La radiothérapie est un traitement locorégional irradiant les cellules tumorales par le 

biais de rayonnements ionisants (rayons X). Différents types de radiothérapie existent :  

- la radiothérapie conformationnelle qui représente une avancée importante dans 

l’oncologie, en effet elle permet de délivrer une dose souhaitée dans un volume défini grâce 

à l’adaptation de la forme du faisceau,  

- la radiothérapie guidée par l’image qui permet le contrôle de la position exacte de la zone 

à traiter, 

- la contacthérapie qui utilise des tubes à rayons X pour délivrer des rayons de faibles 

énergies, 

- la radiothérapie stéréotaxique, une technique de haute précision qui utilise des 

microfaisceaux convergents permettant d’irradier à haute dose de petites zones, 

- la tomothérapie qui couple l’utilisation d’un scanner et d’un accélérateur de particules, 

- le Cyberknife, un nouveau système de radiochirurgie (petit accélérateur linéaire) qui utilise 

la robotique pour traiter tout type de tumeurs, 

- et l’hadronthérapie qui utilise un faisceau de protons ou d’ions carbones, ce qui permet de 

concentrer la dose sur la tumeur sans irradier les organes et tissus proches de la tumeur. 

L’unité de dose de la radiothérapie est le Gray (Gy) qui représente l’énergie d’un 

Joule absorbé dans 1 kilogramme de matière (1 Gy = 1 J/kg). 

 

 Différentes actions des rayonnements ionisants sur les tissus se produisent. Le 

premier mécanisme est l’effet photoélectrique, un phénomène d’absorption totale de 

l’énergie correspondant à l’interaction d’un photon incident avec un électron (Figure 8) 

(Cornelissen and Vallis 2010). 

 

Ejection d’un électron 
de la couche K

Photon incident 

K
L

Electron Auger

 

Figure 8 : Représentation schématique de l’effet photoélectrique 
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 Le deuxième mécanisme est l’effet Compton, le photon incident va perdre une partie 

de son énergie au profit de la mise en mouvement d’un électron (Figure 9) (Chamberlain 

1953).  

 

Photon incident 

Photon diffusé

Electron Compton

 

Figure 9 : Représentation schématique de l’effet Compton 

  

 

Deux types d’effets des radiations peuvent se produire : d’une part, un effet direct 

sur la structure de l’ADN. En effet, des espèces radicalaires hautement réactives (radicaux 

libres) sont produites principalement par la radiolyse de l'eau. Ces radicaux se fixent sur 

l’ADN et sont capables de créer directement des lésions dans les molécules d’ADN qui 

entraînent la mort des cellules. C'est principalement pour ces propriétés que les 

rayonnements ionisants sont utilisés dans les stratégies curatives des tumeurs par 

radiothérapie. D’autre part, des effets indirects non désirés peuvent se produire, il s’agit de 

la formation d’ARN anormaux qui entraîne la présence de protéines modifiées. Ces 

anomalies peuvent être réparées par l’action de trois enzymes présentes en permanence 

dans notre génome, que sont l'endonucléase, la polymérase 1 et la ligase. 

Malheureusement, la simple radiothérapie n’est pas suffisante dans le traitement du 

GBM, il faut donc l’associer à une chimiothérapie. 

 

 

1.4.3.  La chimiothérapie 
 

Les traitements couramment et actuellement utilisés dans les GBM sont la chirurgie 

combinée à de la radiothérapie externe et dans la majorité des cas à de la chimiothérapie 

(Corsten et al. 2007). En effet, l’équipe de Stupp a montré que la survie des patients était 

augmentée lorsque, suite à une intervention chirurgicale, la radiothérapie et la 

chimiothérapie étaient combinées (avec comme agent pharmacologique : le Témozolomide) 

(Figure 10) (Stupp et al. 2005). Le protocole Stupp se déroule de la manière suivante, 

dans un premier temps, une radiothérapie fractionnée associée à de la chimiothérapie est 
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réalisée. Les patients reçoivent une dose d’irradiation de 2 Grays par jour, cinq jours par 

semaine, pendant six semaines, soit au total une dose de 60 Grays. En parallèle, un 

traitement avec du Temodal® (nom commercial du Témozolomide) à raison de 75 mg/m2, 

sept jours par semaine, est administré aux patients. Après quatre semaines d’arrêt, un 

traitement au Temodal® est de nouveau prescrit aux patients à raison d’une dose comprise 

entre 150 et 200 mg/m2 par cycle de cinq jours tous les 28 jours, cinq à six cycles sont 

réalisés. Le Témozolomide est un agent dont le rôle est de bloquer la réplication de l’ ADN et 

d’empêcher les cellules à division rapide de se diviser ; le Témozolomide alkyle la guanine, 

ce qui entraîne l’apparition de lésions cytotoxiques (Friedman et al. 2000).  

 

 

                   

Figure 10 : Courbe de survie de patients atteints d’un GBM traités selon deux 

stratégies, la radiothérapie seule ou la radiothérapie combinée à de la chimiothérapie 

(Témodal®), d’après (Stupp et al. 2005) 

 

 

1.4.4.  Les implants polymériques 
 

Une autre possibilité thérapeutique est l’utilisation d’implants polymériques qui sont 

déposés après la résection, totale ou partielle, de la tumeur (Figure 11). Dans le cas du 

GBM, il s’agit d’un polymère, le Gliadel® chargé en agents chimio-thérapeutiques 

(carmustine ou BCNU) qui est biodégradable dans le cerveau (Westphal et al. 2006). La 

carmustine est un antinéoplasique cytostatique dont son action principale est l’alkylation de 

l'ADN et de l'ARN. La carmustine possède un intérêt majeur dans les traitements des GBM, 

puisque sa solubilité dans les graisses favorise le passage de la barrière hémato-

encéphalique. Une combinaison de cet implant avec de la chimiothérapie (Témozolomide) a 

été testé par des équipes françaises et s’est révélée intéressante, puisqu’une augmentation 

de la survie des patients a été observée (environ 17 mois) (Menei et al. 2010). 
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Figure 11 : Représentation d’implants au sein d’une cavité de résection tumorale, d’après 

(http://www.gliadel.com/about-gliadel/how-gliadel-used/) 

 

 

1.4.5.  Les essais cliniques 
 

Différents essais cliniques sont actuellement en cours d’essai pour traiter le GBM, 

mais aucun pour l’instant n’a donné de résultats concluants. Au sein des divers essais 

cliniques, différentes molécules thérapeutiques ont été testées, quelques exemples vont 

être présentés :  

- les anticorps monoclonaux : Cétuximab dirigé contre le récepteur de l’EGF 

(Epidermal Growth Factor) (Hasselbalch et al. 2010) ou le TRC 105 ciblant CD105 qui réagit 

avec TGF-béta (phase II aux États-Unis, sur des GBM récurrents) 

- le Losartan, un inhibiteur des récepteurs de l’angiotensine I combiné à un 

traitement standard (phase III au CHU de Bobigny, sur des GBM nouvellement 

diagnostiqués), 

- le Dovitinib, un inhibiteur de cibles multiples, par exemple du VEGFR (phase II aux 

États-Unis, sur des GBM récurrents), 

- le SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid), un inhibiteur de l’histone désacétylase 

combiné à l’Avastin (phase II aux États-Unis, sur des GBM récurrents), 

- l’Axitinib, un inhibiteur des récepteurs VEGFR 1, 2 et 3 (phase II en Belgique, sur 

des GBM récurrents). 

 

Mais malgré ces différents protocoles thérapeutiques mis en place, les patients 

décèdent, en grande partie dû à l’apparition de récidives locales (Bao et al. 2006; 

Bidlingmaier et al. 2008). Ces échecs thérapeutiques sont également dus au développement 

de résistances face aux traitements (Bao et al. 2006; Medina et al. 2008). Ces résistances 

peuvent s’expliquer par l’efflux des principes actifs (Liu et al. 2006), la réparation cellulaire 

(Bao et al. 2006) et la non sensibilité des cellules à la mort cellulaire (Liu et al. 2006). Dans 

le cas du Témozolomide, les dommages causés à l’ADN et son efficacité semblent 

inversement corrélés à l’expression d’une enzyme, la MGMT (Stupp and Hegi 2007). Dans 
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les autres pistes envisagées, comme la combinaison d’une action sur les topo-isomérases 

(Irinotecan) et sur le blocage du VEGF impliqué dans la néoangiogénèse tumorale 

(Bevacizumab), des bénéfices relatifs sont constatés (Vredenburgh et al. 2007), mais les 

espoirs portés semblent encore loin de celui d’une guérison (e.g. normalisation de 

l’endothélium vasculaire avec les inhibiteurs de VEGF). 

 

Aussi, pour pallier les récidives, l’identification au sein des GBM de nouvelles cibles 

pertinentes, non seulement impliquées dans l’évolution initiale de la maladie mais 

également et surtout dans la radiorésistance, l’échappement à la mort chimio-induite, ou 

dans la réparation cellulaire, apparaît essentielle. Le développement d’outils permettant 

d’atteindre ces nouvelles cibles est également crucial en vue de faire évoluer le traitement 

conventionnel encore dans l’impasse vers la guérison. 

 

 

2. Origine cellulaire du glioblastome et cellules cancéreuses 
de type souche 

2.1.  Concept des cellules cancéreuses de type souche  

2.1.1.  Les cellules souches 

 
Les cellules souches sont des cellules indifférenciées, essentielles pendant le 

développement et la formation des tissus au potentiel de prolifération lent et illimité. Ces 

cellules ont deux caractéristiques : l’auto-renouvellement ainsi que la différenciation. Ces 

cellules sont soit maintenues dans le compartiment souche par division symétrique où elles 

se renouvellent à l’identique, soit elles sont capables de se diviser par division asymétrique 

conduisant à l’obtention de deux cellules filles différentes : une cellule souche et un 

progéniteur précoce. Ce progéniteur, a par la suite, la capacité de se diviser rapidement 

mais de façon limitée pour donner des cellules matures et fonctionnelles. Ces cellules sont 

donc importantes dans les mécanismes de morphogénèse, de renouvellement, de réparation 

et de régénération des tissus (Potten and Loeffler 1990). Classiquement, une cellule souche, 

par exemple neurale, a la capacité de s’auto-renouveler indéfiniment et de donner par la 

suite des précurseurs donnant à leur tour des cellules matures fonctionnelles comme les 

neurones, les astrocytes ou les oligodendrocytes (Baumann et al. 2009; Bidlingmaier et al. 

2008). 
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2.1.2.  Identification de cellules cancéreuses de type souche dans les glioblastomes 
 

A l’heure actuelle, aucun marqueur spécifique des cellules cancéreuses de type 

souche (CCTS) n’a été identifié, sinon des marqueurs associés. Deux techniques sont 

utilisées pour l’isolement de ces CCTS.  

 

D’une part, la création de side population qui se fait grâce à l’exclusion de Hoechst. 

L’utilisation du colorant fluorescent permet l’identification des CCTS par cytométrie en flux. 

En effet, la majorité des cellules tumorales accumulent le colorant Hoechst tandis que les 

CCTS le rejettent, composant ainsi les cellules de la side population (Goodell et al. 1996).  

 

D’autre part, les CCTS peuvent être identifiées et isolées grâce à la présence de 

marqueurs à leur surface, comme par exemple : 

- l’épitope glycosylé, AC133/1, de la protéine CD133, qui est un marqueur de cellules 

souches et de CCTS (Yin et al. 1997), 

- CD15, un antigène glucidique fortement exprimé à la surface de cellules souches 

pluripotentes (Capela and Temple 2002), 

- CD171, régule la croissance neuronale cellulaire, la survie, la migration et la croissance 

axonale et est surexprimé dans les gliomes et autres cancers solides (Bao et al. 2008), 

- CXCR4, un récepteur pour les cellules stromales dérivées, fortement surexprimé dans les 

GBM (Schulte et al. 2011), 

- l’intégrine α-6, fortement exprimée dans les cellules souches embryonnaires, 

hématopoïétique et neurales mais également dans les CCTS des GBM (Lathia et al. 2010), 

- les molécules d’adhésion comme la famille des molécules d’adhésion de jonction JAM 

(Junctional Adhesion Molecule). JAM-1 est exprimée dans les cellules endothéliales et 

épithéliales et est connue pour augmenter la résistance cellulaire (Wolburg and Lippoldt 

2002). JAM-1 a été montré comme étant surexprimée dans les GBM, cette surexpression 

est en lien avec le pronostic des patients (Lathia et al. 2012). 

 

Ces CCTS possèdent également les mêmes propriétés que les cellules souches, à 

savoir la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation. 

 

 

a) Capacité d’auto-renouvellement 
 

Des études, chez le rat et chez l’humain, ont montré que les CCTS ont la capacité de 

former des sphères dans un milieu de culture favorisant le maintien des propriétés souches 

(Galli et al. 2004; Hemmati et al. 2003; Yuan et al. 2004). Ce milieu est dépourvu de 

facteurs de différenciation, donc de sérum. Il est complémenté avec de l’EGF et du bFGF 
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(basic Fibroblastic Growth Factor) (Montet et al. 2006), facteurs de croissance favorisant la 

prolifération de cellules souches.  

 

 

b) Capacité de différenciation 
 

Il a été mis en évidence que des sphéroïdes exprimaient à leur surface des 

marqueurs associés aux cellules souches neurales, tels que Nestine, AC133/1, Musashi-1, 

Sox2, Melk, PSP, Bmi-1, CXCR4 et Oct4 (Hemmati et al. 2003; Schulte et al. 2011; Singh et 

al. 2003; Wu et al. 2013). Ces cellules présentent également la capacité à exprimer des 

marqueurs de différenciations neuraux après déplétion en facteur de croissance, tels que la 

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) classiquement exprimée par les astrocytes, la béta-3-

tubuline exprimée par les neurones et les galactocérébroside-C, un marqueur 

d’oligodendrocytes.  

 

 

c) Capacité à initier la formation de tumeurs 
 

Après avoir été isolées et caractérisées, les CCTS sont implantées chez l’animal et la 

croissance tumorale a été comparée aux cellules tumorales dites non souches (Bao et al. 

2006; Galli et al. 2004; Yuan et al. 2004). Ces études démontrent que les CCTS possèdent 

des propriétés uniques de tumorigénicité.  

 

Ces différentes études mettent en évidence le fait de l’existence d’une petite 

population de CCTS dans les GBM. 

 

L’hypothèse concernant la formation des CCTS pourrait être que ces cellules 

subiraient, suite à diverses mutations, une pseudo-différenciation et deviendraient des 

précurseurs par division symétrique ou par division asymétrique (Baumann et al. 2009). Ces 

CCTS se différencieraient et donneraient naissance à une masse tumorale non fonctionnelle 

composée des différents types cellulaires (Figure 12).  
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Figure 12 : Hypothèse des cellules cancéreuses de type souche (CCTS) 

 

 

2.2.   La protéine CD133 
 

Dans les GBM, bien que sa fonction soit peu connue, le marqueur de surface le plus 

documenté et le plus utilisé pour isoler des CCTS demeure la protéine CD133, également 

appelée prominine-1 humaine (Liu et al. 2006). Son identification initiale a été réalisée à la 

surface du neuroépithélium de souris à l’aide d’immunoglobulines (Weigmann et al. 1997), 

puis par clonage dans des cellules souches hématopoïétiques humaines (Yin et al. 1997). La 

protéine CD133 est une glycoprotéine de 115 kDa contenant cinq domaines 

transmembranaires, deux boucles extracellulaires glycosylées de 250 acides aminés 

chacune, ainsi qu’un domaine cytoplasmique C-terminal (Figure 13) (Miraglia et al. 1997). 

Cette protéine est localisée dans les microvillosités et les protrusions de la membrane 

plasmique (Huttner et al. 2008). Elle interagit avec les compartiments membranaires riches 

en cholestérol de la cellule et les zones de rafts lipidiques (Bidlingmaier et al. 2008; Huttner 

et al. 2008). CD133 présente huit sites potentiels de N-glycosylations (Miraglia et al. 1997) 

et possède des épitopes associés à des glycosylations dont AC133/1 qui est reconnu par 

l’anticorps AC133/1 spécifique (Fargeas et al. 2003). CD133 est la première protéine 

membranaire identifiée de la famille Prominine et est conservée chez différentes espèces 

comme par exemple chez le poisson zèbre (Huttner et al. 2008) et le ver plat 

Caenorhabditis elegans (Eiring et al. 2010). Par contre, cette protéine est absente chez les 

organismes unicellulaires comme Saccharomyces cerevisiae (Yang et al. 2007). L’épitope 

AC133/1 est exprimé dans différents types de cellules souches non transformées, comme 

les cellules souches hématopoïétiques (Miraglia et al. 1997), les cellules souches 

embryonnaires (Fargeas et al. 2003) ou les cellules souches neurales (Huttner et al. 2008). 

Il est également présent au sein des CCTS de GBM (Liu et al. 2006) et des CCTS d’autres 
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cancers affectant divers organes dont : colon, rein, poumon et prostate (Bidlingmaier et al. 

2008). AC133/1 est donc un marqueur associé aux cellules souches et au cancer en général. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Structure de la protéine CD133, d’après (Bidlingmaier et al. 2008) 

 

 

Le gène de CD133, situé sur le chromosome 4 chez l’humain, est composé de 37 

exons (Huttner et al. 2008; Shmelkov et al. 2005).  

 

 

3. Caractéristiques des cellules AC133/1-positives et 
AC133/1-négatives 

 
Au sein des tumeurs cérébrales, les CCTS des GBM expriment deux types de sous-

populations : d’une part les cellules AC133/1-positives et d’autre part les cellules AC133/1-

négatives (Bidlingmaier et al. 2008). Ces deux types se distinguent par de nombreuses 

différences qui ont été établies grâce à diverses études in vitro et in vivo. D’une part, du 

point de vue de la tumorigénicité, les cellules AC133/1-positives ont été définies comme des 

cellules hautement tumorigènes (Bao et al. 2006). Les cellules AC133/1-positives sont 

également celles qui représentent la population cellulaire qui confère la résistance aux 

gliomes contre les traitements actuels (Bao et al. 2006; Chang et al. 2009), ceci peut 

s’expliquer par le fait qu’elles présentent un faible taux d’apoptose dû à la diminution 

d’activité de l’enzyme caspase 3 (Bao et al. 2006). Les cellules AC133/1-positives possèdent 

une activation importante des protéines de checkpoints (Chk 1 et 2) (Bao et al. 2006) qui 

jouent un rôle dans la réparation des dommages causés à l’ADN (Figure 14) (Zhou and 
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Elledge 2000). Les cellules AC133/1-positives ont un taux d’ARNm de la famille des 

transporteurs ABC (Adenosine TriPhosphate binding cassette) plus élevé (Bidlingmaier et al. 

2008). L’irradiation des cellules AC133/1-positives entraîne une augmentation de la 

formation de clones, donc l’apparition de récidives (McCord et al. 2009). Il a également été 

montré que la molécule AC133/1 était plus fortement exprimée après une radiothérapie 

(Bao et al. 2006). La sécrétion de VEGF est également différente entre ces deux types de 

sous-populations. En effet, in vivo chez des modèles de souris, le VEGF induit une plus forte 

vascularité de la tumeur qui est associée à une hémorragie ainsi qu’un taux de mortalité 

plus élevé (Oka et al. 2007). Des études ont montré que la quantification de l’expression 

d’AC133/1 au sein de la tumeur était liée à l’agressivité tumorale et donc au pronostic des 

patients (Bao et al. 2006). Les cellules cancéreuses de type souche possèdent 

naturellement un taux élevé de protéines multidrug resistance (MDR) comme la protéine P-

glycoprotéine codant pour le gène mdr1 et le gène Bcl-2 qui est un anti-apoptotique des 

lymphomes à cellules B (Liu et al. 2006). L’expression de ces deux gènes a été étudiée sur 

des échantillons de cerveaux humains normal et atteints de GBM, ces recherches ont permis 

de mettre en évidence une corrélation entre la présence de cellules cancéreuses de type 

souche, l’expression d’AC133/1 et celle des gènes mdr1 et Bcl-2 (Shervington and Lu 2008). 

Toutes ces informations font des cellules AC133/1-positives des cellules tumorigènes, 

résistantes aux traitements et donc des cellules importantes à considérer pour pouvoir les 

traiter et les détruire. 

 

Chk 1 et Chk 2

p53

Radiations ionisantes

 

Figure 14 : Schéma représentant les effets de la radiothérapie sur l’ADN, ainsi que les 

facteurs s’y opposant ou s’y associant, d’après (Zhou and Elledge 2000) 
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4. Radiorésistance et microenvironnement tumoral : l’axe 
hypoxie-CCTS 

 
La radiothérapie est un des traitements incontournables du GBM ; mais son efficacité 

est malheureusement limitée par des mécanismes de radiorésistance non complètement 

élucidés combinant l’action de facteurs biologiques intrinsèques des cellules tumorales, à 

l’influence du microenvironnement dans lequel elles se développent. Dans ce contexte, deux 

entités biologiques cohabitent pour favoriser les événements moléculaires et cellulaires 

constitutifs de la radiorésistance que sont l’échappement, la prévention et la réparation : il 

s’agit de l’hypoxie tumorale et des CCTS.  

 

 

4.1.  Hypoxie tumorale et radiorésistance 
 

L’hypoxie tumorale représente un problème majeur pour la radiothérapie, du fait d’une 

diminution progressive de la radiosensibilité lorsque la pression partielle en oxygène (O2) 

dans une tumeur atteint des niveaux inférieurs à 10 mmHg (Harrison et al. 2002; Hockel 

and Vaupel 2001). La présence d'oxygène moléculaire augmente les lésions de l'ADN par la 

formation de radicaux libres d'oxygène, qui sont produit principalement après l'interaction 

des rayonnements avec de l'eau intracellulaire (Azzam et al. 2012). De ce fait, la dose 

d'irradiation nécessaire pour obtenir l'effet biologique est nettement plus élevée en 

conditions hypoxiques comparativement aux conditions normoxiques (Dendy and Wardman 

2006; Palcic et al. 1982). Différents « capteurs » d’O2 , dont les radicaux libres d’oxygènes, 

les molécules thiolées ou certains canaux ioniques (Lopez-Barneo et al. 2001), ainsi que 

différents effecteurs de l’hypoxie, vont pouvoir influencer la résistance à l’irradiation 

(Cohen-Jonathan Moyal 2012; Yokosawa et al. 2010). Parmi les voies identifiées, la plus 

étudiée demeure celle des protéines de la famille HIF (Hypoxia Inducible Factor). Les 

protéines HIF sont des hétérodimères constitués d’une sous unité α cytosolique régulée par 

l’O2 intracellulaire et d’une sous unité β nucléaire. En condition de normoxie, les sous-unités 

HIF-1α et HIF-2α sont rapidement hydroxylées par les prolyl hydroxylases (PHL) dont 

l’activité est largement dépendante de la présence du fer (Schofield and Ratcliffe 2004). La 

sous-unité α hydroxylée est ensuite prise en charge par la protéine VHL (Von Hippel-Lindau) 

conduisant à son ubiquitination et à sa dégradation par le protéasome (Huang et al. 1998; 

Ivan et al. 2001). Les cellules soumises à une diminution de la pression en oxygène, 

permettent aux hétérodimères de HIF de reconnaître des séquences consensus spécifiques 

appelées HRE (Hypoxia Responsive Element) présentes dans les gènes répondant à 

l’hypoxie (Wenger et al. 2005), l’angiogénèse, la survie cellulaire, la prolifération ou le 

métabolisme du glucose (Figure 15) (Carroll and Ashcroft 2005). Le grade de la tumeur 
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(Zhong et al. 1999) et l’impact de la radiothérapie sur les cellules de gliome (Hsieh et al. 

2010; Kessler et al. 2010) sont ainsi directement liés à l’expression de HIF. 

 

 

 

Figure 15 : Représentation schématique de la régulation de la voie de HIF-1, sous deux 

conditions : normoxie (A) et hypoxie (B), d’après (Meijer et al. 2012) 

(A) : HIF-1α est rapidement dégradée à cause de l'hydroxylation de HIF-1α par la prolyl 

hydroxylase d’une part, et de sa liaison à la protéine VHL d’autre part. (B) : Différents 

stress physiologiques, stimulations de facteurs de croissance ou mutations de la protéine 

VHL contribuent à la stabilisation et à l'accumulation de HIF-1α. Lorsque HIF-1α est 

stabilisée, un complexe se forme entre HIF-1α et HIF-1β. Ce complexe HIF-1 se lie à 

l'élément sensible à l'hypoxie (HRE) de l'ADN, en initiant ainsi la transcription des gènes 

cibles. 

 
 
 

4.2.  Hypoxie tumorale et CCTS AC133/1-positives 
 

L’angiogénèse est un phénomène important au sein des GBM, diverses études se sont 

intéressées à la relation qu’il pouvait exister entre l’angiogénèse et les CCTS. 

Précédemment, il a été évoqué la différence de sécrétion de VEGF entre les deux types de 

cellules que sont les cellules AC133/1-positives et les cellules AC133/1-négatives. On peut 

donc dire que les cellules AC133/1-positives produisent des facteurs pro-angiogéniques 

capables de recruter des cellules endothéliales qui vont permettre par la suite la 

néoangiogénèse in vitro mais également in vivo (Bao et al. 2006; Oka et al. 2007).  
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L’hypoxie, autre facteur du microenvironnement tumoral, affecte également la 

régulation des CCTS dans les GBM. En effet, des études ont montré que l’expression du 

marqueur AC133/1 à la surface des cellules de GBM humains est dépendante de la pression 

en oxygène in vitro, une faible pression en oxygène (3% d’O2) maintien une expression plus 

importante des cellules AC133/1-positives (Platet et al. 2007). L’hypoxie dans les GBM 

permettrait donc le maintien des CCTS.  

 

Des études se sont par la suite intéressées aux mécanismes répondant à l’hypoxie, des 

protéines de la famille de HIF (HIF-1 et HIF-2) ont été mises en évidence comme favorisant 

la prolifération et la survie des CCTS dans un environnement hypoxique (Li et al. 2009; 

Pallini et al. 2008; Soeda et al. 2009). A noter également, qu’une surexpression de HIF-1α 

entraîne une surexpression de la protéine CD133, ceci mettant en évidence un rôle de HIF-

1α dans la régulation de CD133 (Pallini et al. 2008). Par ailleurs, l’effet des protéines BMP 

(Bone Morphogenetic Protein), qui ont un rôle dans l’inhibition des CCTS dans les GBM 

(Piccirillo et al. 2006), est inhibé par l’hypoxie et notamment par HIF-1α (Pistollato et al. 

2009). 

 

L’épitope AC133/1 apparaît à ce jour comme un marqueur associé des CCTS dont son 

expression est en lien avec le microenvironnement tumoral et qui joue un rôle important 

dans les phénomènes de radiorésistance. De ce fait, des études plus approfondies de cet 

épitope semblent intéressantes. 

 

 

5. Fonction de la protéine CD133 
 

Une des fonctions de la protéine CD133 est son implication dans les dégénérescences 

rétiniennes. En effet, CD133 est exprimée dans des lignées cellulaires de rétinoblastome. 

L’analyse génétique de patients atteints de dégénérescence rétinienne a permis de mettre 

en évidence une mutation dans le gène de CD133 avec une délétion du nucléotide 1878, 

conduisant à l’apparition d’un codon stop plus précoce (en position 614). Cette mutation 

aboutit à la synthèse d’une forme tronquée, au niveau de la seconde boucle extracellulaire 

(le cinquième domaine transmembranaire ainsi que le segment C-terminal) de CD133 (Maw 

et al. 2000), cette forme n’est plus capable d’être présente à la surface des cellules. Une 

autre étude démontre que CD133 interagit avec la protéine protocadhérine qui est une 

protéine d’adhésion cellulaire spécifique des photorécepteurs, ainsi qu’avec les filaments 

d’actines, ces deux molécules jouant un rôle dans la morphogénèse de la membrane des 

disques (Yang et al. 2008).  
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 Une autre étude s’est intéressée aux fonctions intrinsèques de CD133 dans 

l'autophagie, l'apoptose, la tumorigenèse et la survie cellulaire dans un modèle d’hépatome. 

Cette étude a démontré d’une part, que l'expression de CD133 augmentait l'activité 

d’autophagie et que d’autre part, CD133 était impliquée dans la survie des cellules à travers 

la régulation de l'autophagie et du glucose (Chen et al. 2013). 

 

Enfin, une expression plus importante de CD133 est observée lorsque le taux de 

glucose est élevé dans des cellules musculaires squelettiques de rat, ce qui induit une 

augmentation de l’internalisation du glucose (Yang et al. 2007). 

 

La fonction et le rôle des CCTS et de ses marqueurs associés doit être approfondis 

pour permettre un meilleur ciblage des entités responsables de la résistance aux 

traitements. Et pour, par la suite, pouvoir développer une stratégie thérapeutique plus 

adaptée pour le traitement du GBM.  

 

Les CCTS ne sont peut être pas les seules responsables de la résistance des cellules 

de GBM aux différentes traitements, d’autres entités cellulaires ou moléculaires peuvent 

contribuer aux échecs thérapeutiques du GBM. 
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II. Les microARN 
 

Dans la mesure où le transport extracellulaire de microARN a pu être associé à la 

production de microvésicules (Huttner et al. 2008), et du fait de la présence du marqueur 

CD133 associé aux CCTS à la surface de particules membranaires sécrétées dans le cerveau 

(Skog et al. 2008), et malgré qu’aucune relation entre CD133 et le transport extracellulaire 

de microARN n’est à ce jour été démontrée dans le GBM, il nous est apparu pertinent de 

mieux comprendre le fonctionnement des microARN au sein du GBM. 

 

 

1. Découverte des microARN 
 

Récemment, une nouvelle classe d'ARN a été mis en évidence, les microARN 

également appelés miARN ou miR. Ce sont des ARN endogènes, non codants, simples brins, 

de petites tailles (entre 18 et 25 nucléotides) qui ne présentent ni queue poly A ni coiffe 

(Lee et al. 2004). Le premier miARN, lin-4, a été mis en évidence en 1993 chez le nématode 

Caenorhabditis elegans par Victor Ambros, Rosalind Lee et Rhonda Feinbaum (Lee et al. 

1993). Le deuxième, let-7 (lethal-7), a également été découvert chez C. elegans en 2000 

par le groupe de Gary Ruvkun (Reinhart et al. 2000). Ces deux gènes ont un rôle dans le 

contrôle larvaire de C. elegans (Reinhart et al. 2000). Initialement appelés « small temporal 

RNAs » (stRNAs) (Pasquinelli et al. 2000), en 2001 ils furent plus étudiés et renommés : 

microARN (Lagos-Quintana et al. 2001). Par la suite, d'autres miARN ont été découverts 

chez différentes espèces, comme chez la mouche Drosophila melanogaster (Nolo et al. 

2006), le poisson zèbre (Wienholds et al. 2003), la grenouille (Giraldez et al. 2005) et chez 

l'homme (Lagos-Quintana et al. 2001; Lee and Ambros 2001). Les miARN sont présents 

dans toutes les régions du génome (Carthew and Sontheimer 2009), régulent entre 10 et 

30% des gènes codants (Paranjape et al. 2009) et constituent la composante majeure de la 

régulation des gènes (Bartel 2004). En Juin 2013, miRBase version 20 répertoriait 

l’existence de 24521 miARN répartis dans 206 espèces. Environ 50% des miARN forment 

des groupes composés de plusieurs miARN (Hertel et al. 2006; Lee and Dutta 2009).  
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2. Biogenèse des miARN 
 

Le mécanisme de biogenèse des miARN se déroule en plusieurs étapes. La synthèse 

débute tout d’abord dans le noyau cellulaire, le gène codant pour le miARN est transcrit par 

l'ARN polymérase II ou III en miARN primaire (couramment appelé le pri-miARN) long de 

plusieurs centaines à plusieurs milliers de nucléotides. Le pri-miARN est structuré de la 

manière suivante : une tige d’environ 33 nucléotides, une boucle terminale et des 

séquences ‘flanquantes’, ces séquences possèdent en 5’ une coiffe 7-méthyl-guanosine 

(m7G) et une queue poly-A en 3’ (Cai et al. 2004; Lee et al. 2004). Ce pri-miARN est par la 

suite clivé par le complexe nommé microprocesseur et devient un miARN précurseur (pré-

miARN) (Cai et al. 2004; Lee et al. 2004). Ce complexe microprocesseur est formé, chez 

l’homme, de l’enzyme Drosha, une ribonucléase III, associée à son cofacteur DGCR8 (Di 

George Critical Region 8). Chez les autres organismes, DGCR8 est remplacé par l’enzyme 

Pasha (Gregory et al. 2004; Lee et al. 2003). La présence du cofacteur est nécessaire pour 

permettre l’ancrage du complexe au pri-miARN entre les séquences ‘flanquantes’ et la tige. 

Le pré-miARN, composé de 70 à 90 nucléotides dont deux nucléotides non appariés en 3’ et 

un phosphate en 5’ (Han et al. 2006), en forme d’épingle à cheveux, est par la suite exporté 

vers le cytoplasme grâce à l’exportine-5 (Lund et al. 2004). Le pré-miARN est par la suite 

clivé par une ribonucléase de type III, Dicer, qui aboutit à la formation d’un duplexe double 

brin miARN/miARN*. Le complexe miRISC (miRNA-induced silencing complex), composé de 

protéines de la famille Argonaute, agit ensuite sur le duplexe miARN/miARN* (Adams et al. 

2009). Un seul des deux brins du duplexe est conservé et devient un miARN mature, l’autre 

brin est quant à lui dégradé (Bartel 2004). Le brin conservé est celui dont la séquence est 

spécifique et complémentaire de l’ARNm cible (Figure 16) (Bartel 2004). Le miARN mature 

est composé de deux parties : la coiffe située en 5', constituée de 2 à 7 nucléotides, qui 

s’associe à la cible et la partie en 3' qui reconnaît la cible. 
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Figure 16 : Mécanisme de biogénèse des miARN 

 

 

3. Mode d'action des miARN 
 

Un miARN peut avoir plusieurs cibles et plusieurs miARN peuvent avoir la même cible 

(Sethupathy et al. 2006). Les sites des miARN sont complémentaires au niveau de la région 

3' UTR (UnTranslated Region) non traduite de l'ARNm (Bartel 2004). Un appariement entre 

le miARN mature et l’ARNm cible peut avoir deux conséquences principales : i) une 

répression de la traduction de l'ARNm ou ii) une dégradation de l'ARNm (Figure 17) (Bartel 

2004).  

 

 

 

 

 

Figure 17 : Effets des miARN sur l’ARN messager 
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Le rôle principal des miARN est d’agir comme des régulateurs post-transcriptionnels 

négatifs. Dans le cas où la complémentarité entre le miARN et l’ARNm est parfaite, les 

protéines de la famille Ago clivent l'ARNm, qui est par la suite dégradé (Eulalio et al. 2008). 

Le brin sélectionné est celui dont l'appariement 5’ est le plus important avec l’ARNm cible 

(Hariharan et al. 2005). Deux sites principaux peuvent être la cible de miARN, d’une part les 

sites canoniques qui ont une forte affinité avec la tête des miARN, et d’autre part les sites 

marginaux qui ont une affinité plus faible (Lewis et al. 2005). Les sites canoniques 

comprennent trois types de sites : 8mer, 7mer-m8 et 7mer-A1. L’interaction avec le site 

8mer se fait sur 8 nucléotides, comprenant les 6 nucléotides présents dans la région « seed 

», le A en position 1 ainsi que le nucléotide en position 8. Les sites 7mer-m8 et 7mer-A1 

incluent les 6 nucléotides de la région « seed » ainsi que le nucléotide en position 8 (pour 

les sites 7mer-m8) ou le A en position 1 (pour les sites 7mer-A1). Concernant les sites 

marginaux, l’appariement se fait au niveau de 6 nucléotides, soit sur la totalité des 6 

nucléotides présents dans la région « seed » (6mer), ou soit avec un décalage au niveau du 

nucléotide en position 8 (6mer offset) (Figure 18) (Bartel 2009). 

 

 

 

Figure 18 : Représentation des sites principaux pouvant être la cible de miARN, d’après 

(Bartel 2009) 

 

 

Les miARN agissent uniquement sur la partie 5' des gènes, et non sur leurs promoteurs 

(Hobert 2008). L’expression des miARN peut être contrôlée par deux mécanismes : la 

méthylation de l'ADN et des modifications au niveau des histones (Chuang and Jones 2007; 

Saito et al. 2006). 
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Les miARN jouent un rôle dans divers processus biologiques et cellulaires comme par 

exemple le développement, la prolifération, l’apoptose mais également dans différentes 

maladies dont les cancers (Bartel 2004; Chen et al. 2005; Zimmerman and Wu 2010). 

 

 

4. Implication des miARN dans les maladies dont les 
cancers 

 

Différentes équipes ont pu mettre en évidence un lien entre des processus biologiques 

ou des pathologies et la régulation de miARN spécifiques. Par exemple, l’équipe de 

Srivastava a montré l'importance de deux miARN (miR1-1 et miR1-2), spécifiquement 

exprimés dans des cellules du muscle et du cœur, une surexpression de ces deux miARN 

entraîne une diminution du développement des cardiomyocytes ventriculaires (Zhao et al. 

2005). Les miARN sont impliqués dans plusieurs maladies, la première mise en évidence fut 

une maladie génétique, le syndrome de l’X fragile également appelé le syndrome 

d’Escalante (Eulalio et al. 2008). Des corrélations entre d’autres pathologies et la sur- ou 

sous-expression de certains miARN ont par la suite été mises en évidence. Comme par 

exemple dans le syndrome de Tourette, le miR-132 réprime l’expression d’une protéine, 

dont le gène est impliqué dans des altérations sur l’ADN (Abelson et al. 2005). Dans le cas 

de la schizophrénie, il s’agit du miR-181b qui est surexprimé (Ardekani and Naeini 2010; 

Perkins et al. 2007). 

Les miARN peuvent avoir un rôle prépondérant dans l'induction et/ou la progression 

des cancers chez l'homme (Calin and Croce 2006). En 2002, Calin et ses collègues ont mis 

en évidence la première corrélation entre les miARN et le cancer (Calin et al. 2002). Ces 

études ont mis en évidence que deux miARN (miR-15a et miR-16-1) étaient absents ou 

faiblement exprimés chez les patients atteints de la leucémie lymphoïde chronique (Calin et 

al. 2002). Dans l’adénocarcinome colique, deux miARN ont été identifiés comme sous-

exprimés (miR-143 et miR-145) (Michael et al. 2003). Chez l'homme, environ 50% des 

gènes des miARN sont situés dans des régions chromosomiques fragiles impliqués dans le 

développement de cancers (Calin et al. 2004; Zhang and Coukos 2006) et environ 25% de 

ces miARN sont dérégulés dans au moins un type de cancer. Certains miARN peuvent être 

surexprimés (miR-21, miR-155, miR-221 et miR-222) (Calin et al. 2004; Gillies and Lorimer 

2007; Medina et al. 2010; Medina et al. 2008) et d'autres sont sous-exprimés (miR-143, 

miR-145 et let7/miR-98) dans différents cancers (Roush and Slack 2008; Wu et al. 2010). 

Parfois, des miARN sont surexprimés dans certains cancers et sous-exprimés dans d’autres, 

c’est le cas du ‘cluster’ miR-17-92 qui est surexprimé dans sept types de tumeurs et sous-

exprimé dans trois autres (He et al. 2005; O'Donnell et al. 2005), la même chose se produit 
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avec miR-181b et miR-181c qui sont sous-exprimés dans le GBM et surexprimés dans 

d’autres tumeurs (Bandres et al. 2006). On peut donc dire que les miARN sont une nouvelle 

classe de gènes impliquée dans l'oncogenèse humaine (Bandres et al. 2006) et dans le 

processus de métastases (Nicoloso et al. 2009). De ce fait, deux types de miARN existent 

au sein des cancers, il y a tout d’abord les miARN considérés comme des oncogènes et 

d’autres considérés comme des suppresseurs de tumeurs. 

 

 

5. Les différents types de miARN 

5.1. Les miARN considérés comme des oncogènes 

 

Les miARN considérés comme des oncogènes, sont des miARN surexprimés dans les 

cellules cancéreuses, également appelés ‘oncomiRs’ (Zhang et al. 2007). Plusieurs miARN 

ont déjà été identifiés comme étant des ‘oncomiRs’ : miR-155, miR-372/373, le ‘cluster’ 

miR-17-92, miR-21, miR-135... MiR-155 est l'un des premiers à avoir été décrit comme 

surexprimé dans plusieurs cancers tels que les lymphomes (Kluiver et al. 2006), le cancer 

du sein ou le cancer du poumon (Volinia et al. 2006; Zhang et al. 2007). Dans le cas du 

cancer du sein, la surexpression de miR-155 augmente la survie cellulaire et la résistance 

aux agents thérapeutiques (Kong et al. 2010). En 2006, il a été montré que la 

surexpression de miR-372/373 conduit à une prolifération cellulaire importante dans le 

cancer du testicule (Voorhoeve et al. 2006). Le ‘cluster’ mir-17-92, regroupant six 

miARN (miR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1, miR-20a et miR-92), a été décrit comme 

étant surexprimé dans le cancer du poumon et dans les lymphomes B (Zhang et al. 2007), 

avec un impact sur la prolifération cellulaire in vitro et sur l’évolution tumorale in vivo 

(Hayashita et al. 2005; Zhang et al. 2007). MiR-21 est quant à lui surexprimé dans 15 types 

de cancers différents (Wang and Lee 2009), comme par exemple dans le cancer du sein 

(Frankel et al. 2008) ou dans les cellules de GBM humain U87MG (Shi et al. 2010). La 

surexpression de miR-21 implique une sur-régulation de Bcl-2, une augmentation de la 

masse tumorale ainsi qu’une diminution de l'apoptose (Si et al. 2007). Et pour finir, il y a 

également miR-135 qui est surexprimé dans les adénomes et les carcinomes colorectal 

(Nagel et al. 2008). 
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5.2. Les miARN considérés comme des suppresseurs de tumeurs 
  

Une autre fonction des miARN peut être de réduire la formation de cellules tumorales 

ou d’empêcher l’apparition de cancer, dans ce cas ces miARN sont considérés comme des 

suppresseurs de tumeurs (Zhang et al. 2007). Quelques exemples vont être brièvement 

évoqués : let-7 (Calin et al. 2004), le ‘cluster’ miR-15a/miR-16-1 (Calin et al. 2002), la 

famille miR-29 (Mott et al. 2007), miR-128 (Godlewski et al. 2008) et miR-34 (Ji et al. 

2009). Tout d’abord, le premier miARN identifié en tant que suppresseur de tumeur fut let-7 

(Nana-Sinkam and Croce 2013), son étude dans les cellules d'adénocarcinome du poumon a 

montré qu'une augmentation de son expression inhibait la prolifération cellulaire (Dalmay 

2008). Dans les tumeurs pulmonaires, une étude a montré qu'une faible expression de let-7 

régule favorablement l’expression de la protéine RAS qui joue un rôle prépondérant dans 

l'auto-renouvellement, la réduction de la formation de mammosphères, de l'expansion 

clonale et la tumorigénicité (Johnson et al. 2005; Yu et al. 2007). Ensuite, le deuxième 

miARN, composé d’un « cluster » de deux miARN : miR-15a et miR-16-1, a été découvert 

dans la leucémie lymphoïde chronique comme étant délétère ou sous-régulé chez ses 

patients (Calin et al. 2002). Ce ‘cluster’ a un effet répressif sur le facteur anti-apoptotique 

Bcl-2 (Cimmino et al. 2005). Quant à la famille miR-29, subdivisée en deux groupes (miR-

29b-1/miR-29a et miR-29b-2/miR-29c) (Mott et al. 2007), elle est sous-régulée dans la 

leucémie lymphoïde chronique, le cancer du poumon, le cancer du sein, la leucémie 

myéloïde aiguë et le cholangiocarcinome (Calin et al. 2005; Garzon and Croce 2008; Iorio et 

al. 2005; Mott et al. 2007; Yanaihara et al. 2006). Il y a également, l’expression de miR-128 

qui est réduite dans les gliomes de haut grade et qui diminue la prolifération cellulaire des 

gliomes (Godlewski et al. 2008). Et pour finir, miR-34 est sous-régulé dans le cancer de 

l'estomac et dans les cellules cancéreuses pancréatiques, en rétablissant la fonction de p53 

(Ji et al. 2009). D’autres miARN sont également considérés comme des suppresseurs de 

tumeurs : miR-199b-5p, miR-125b, miR-326 et miR-324-5p (DeSano and Xu 2009; Kefas et 

al. 2009; Zhang et al. 2011). 

 

 

6. Les miARN impliqués dans le développement du 
glioblastome 

 

Divers miARN ont déjà été décrits comme étant impliqués dans le développement du 

GBM, comme par exemple miR-21, miR-210, miR-221/222, miR-181a et miR-181b, miR-7, 

miR-128, miR-124 ou encore miR-137 ... (Ciafre et al. 2005; Godlewski et al. 2008; Kefas et 

al. 2008; Novakova et al. 2009; Shi et al. 2008; Silber et al. 2008). Trois exemples vont par 
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la suite être brièvement décrits.  

 

MiR-21 a été mis en évidence comme étant présent dans des cellules de GBM in vitro 

et comme étant impliqué dans la croissance tumorale in vivo (Ji et al. 2010). Un knockdown 

de miR-21 entraîne une augmentation de l'activité apoptotique avec une activation des 

caspases (Chan et al. 2005; Zhang et al. 2007), une réduction de la viabilité cellulaire et 

des volumes tumoraux (Corsten et al. 2007). MiR-21 est également impliqué dans 

l’inhibition de la traduction de différentes molécules comme : RECK, TGFBR, DAXX, PDCD4, 

p63, JMY, TOPORS, HNRNPK et TP53BP2 (Novakova et al. 2009). En 2010, une équipe a mis 

en évidence un lien entre miR-21 et le Témozolomide, en effet, une surexpression de miR-

21 réduit l'apoptose cellulaire induite par le Témozolomide (Shi et al. 2010). Cette étude a 

montré qu’un prétraitement des cellules U87MG avec miR-21, avant un traitement au 

Témozolomide, réduisait l'action de l’agent alkylant (Shi et al. 2010). MiR-21 est donc un 

oncogène dans le cas du GBM. 

 

Un autre exemple est le miR-210, un miARN induit par l'hypoxie, qui peut être appelé 

HRMS (Hypoxia-Regulated MicroRNAs) et qui est impliqué dans le GBM (Kulshreshtha et al. 

2007). Deux cibles de miR-210 ont été identifiées : ISCU (iron-sulfur cluster scaffold 

homolog) et COX10 (cytochrome c oxidase assembly protein) (Chen et al. 2010).  

 

Dernier exemple, miR-221, souvent surexprimé dans les GBM contrôle la croissance 

cellulaire ainsi que la progression du cycle cellulaire (Ciafre et al. 2005; Zhang et al. 2010). 

MiR-221 fonctionne en parallèle avec un second miARN qui est le miR-222. Ces deux miARN 

ont un effet similaire (Ciafre et al. 2005) puisqu’ils inhibent l'apoptose en réduisant 

l’expression de Bcl-2 et en augmentant celle de Bax (Zhang et al. 2007; Zhang et al. 2010) 

ainsi qu‘en réduisant l’expression de Kip/Cip en agissant par exemple sur p27 ou p57 

(Gillies and Lorimer 2007; Medina et al. 2008). Le knockdown de miR-221 permet un retour 

‘normal’ à l'apoptose (Zhang et al. 2010). 

 

 Au sein des cancers, de nombreux miARN sont présents en fortes ou faibles 

quantités et ont des effets néfastes (c’est le cas des oncogènes) ou bénéfiques (les miARN 

suppresseurs de tumeurs). Pour pouvoir pallier les effets des miARN, il faut réduire 

l’expression des oncogènes et augmenter celle des miARN suppresseurs de tumeurs. Le défi 

est donc de trouver une balance au sein des cellules cancéreuses entre ces deux types de 

miARN (Figure 19). 
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oncogenes

miARN
suppresseurs de 

tumeurs

 

 

Figure 19 : Schéma représentant la répartition ‘idéale’ entre ces deux types de miARN au 

sein des cancers 

 

 

7. Stratégies moléculaires pour réguler l’expression de ces 
différents miARN 

 

Le ciblage des miARN peut se faire à l’aide d’oligonucléotides qui peuvent agir soit sur 

les miARN oncogéniques soit sur les miARN agissant comme suppresseurs de tumeurs 

(Dalmay 2008). Le fonctionnement de ces oligonucléotides a tout d’abord été testé avec le 

ciblage des siARN. Au cours de ces dernières années, différents types d’oligonucléotides 

pouvant cibler des miARN ont été développés : les oligonucléotides anti-miARN, les 

antagomiRs, les Locked Nucleic Acid (LNA), les miARN ‘sponges’, les miARN ‘mask’, les 

miARN mimiques (Garzon et al. 2010).  

 

 

7.1. Les oligonucléotides anti-miARN 

 

Tout d’abord, les oligonucléotides anti-miARN (AMOs) sont des oligonucléotides 

simples brins de petites tailles (entre 13 et 25 nucléotides) qui agissent comme des 

inhibiteurs de miARN, qui bloquent l'interaction entre le miARN et son ARNm cible (Li et al. 

2009; Weiler et al. 2006). Le premier inconvénient de ces AMOs est leur faible tolérance à la 

dégradation par les nucléases (Stenvang and Kauppinen 2008). Différents AMOs modifiés 

chimiquement, permettant une meilleure affinité d’hybridation mais également une 

meilleure résistance à la dégradation des nucléases, existent (Esau 2008; Stenvang and 

Kauppinen 2008). La première génération d'oligonucléotides modifiés chimiquement donne 

naissance aux phosphorothioates (PS) qui sont chargés négativement (Stenvang and 
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Kauppinen 2008). La modification chimique consiste à remplacer un atome de soufre par un 

atome d'oxygène du groupe phosphate (Figure 20) (Stenvang and Kauppinen 2008). Une 

des spécificités des PS est leur capacité à stimuler le système immunitaire (Stenvang and 

Kauppinen 2008), mais ils ont également plusieurs inconvénients comme une faible liaison 

aux acides nucléiques complémentaires ainsi qu’une liaison non-spécifique à la protéine 

(Kurreck et al. 2002). Un second type de modification est la modification 2'-O-méthyle (2'-

O-Me) qui permet une augmentation de l’affinité avec l'ARNm (Stenvang and Kauppinen 

2008). Le principal inconvénient est également la dégradation par les nucléases (Figure 

20) (Meister et al. 2004). Ensuite, il y a les morpholinos qui sont des molécules 

synthétiques non chargées, complémentaires à l’ARNm par appariement des bases. Les 

morpholinos sont composés des bases azotées classiques fixées sur des cycles morpholines 

(Figure 20) (Stenvang and Kauppinen 2008). Les morpholinos ne sont pas reconnus par les 

nucléases, et sont donc très résistants aux endonucléases, exonucléases et protéases, et 

sont très stables dans les systèmes biologiques (Hudziak et al. 1996).  

 

 

7.2. Les antagomiRs 
 

Ensuite, nous avons les antagomiRs dont leur rôle est de bloquer les effets des 

oncomiRs (Krutzfeldt et al. 2005). Ils furent découverts en 2005 par l’équipe de Krutzfeldt 

sur une étude basée sur l’expression de miR-122 chez la souris. Ce sont de courts (21-23 

nucléotides de long) brins d’ARN synthétiques complémentaires à l'ARNm cible (Garzon et 

al. 2010). Ces molécules sont conjuguées à une molécule de cholestérol pour augmenter la 

pénétration cellulaire (Sotillo and Thomas-Tikhonenko 2011).  

 

7.3. Les Locked Nucleic Acid 
 

Il y a aussi les Locked Nucleic Acid (LNA) qui sont des ARN rigides bi-cycliques 

analogues (Stenvang and Kauppinen 2008) possédant un pont méthylène reliant le 2'O du 

ribose au 4’C (Figure 20) (Kurreck et al. 2002). Les LNA sont très stables, avec une forte 

affinité pour l'ARNm, une bonne solubilité en milieu aqueux (Stenvang and Kauppinen 2008) 

ainsi qu’une faible toxicité in vivo (Li et al. 2009). Ils peuvent également réduire la réponse 

immunitaire ainsi qu’augmenter la température de fusion de quelques degrés (2 à 10°C par 

monomère) (Kurreck et al. 2002; Stenvang and Kauppinen 2008). Ces molécules ont déjà 

été testées sur des modèles cellulaires, comme par exemple sur des cellules de GBM. 

L’étude a révélée que l’utilisation de LNA ciblant le miR-21 induit une inhibition de la 
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croissance cellulaire ainsi qu’une induction de l'apoptose (Chan et al. 2005). Une autre 

étude, s’intéressant au LNA ciblant miR-221/222 dans une lignée cellulaire du cancer de la 

prostate, a montré une augmentation de p27 ainsi qu’une réduction de la capacité des 

cellules à former des clones (Galardi et al. 2007).  

 

 

7.4. Les miARN ‘sponges’ 
 

Une autre catégorie est les miARN ‘sponges’ qui sont des ARN synthétiques 

complémentaires des sites 3'UTR de l’ARNm (Ebert and Sharp 2010; Li et al. 2009). Leur 

principal avantage est la capacité d’inhiber l’expression de toute une famille de miARN, ce 

qui pose un problème lorsque les miARN sont regroupés dans des ‘clusters’ (Ebert and 

Sharp 2010). Ces miARN sont intéressants, car une seule administration est suffisante pour 

l'inhibition des miARN contrairement aux antagomiRs qui nécessitent une administration 

répétée (Ebert and Sharp 2010).  

 

 

7.5. Autres molécules 
 

D'autres molécules existent comme : les miARN ‘mask’ et les miARN mimiques. Les 

miARN ‘mask’ sont des oligonucléotides antisens simples brins 2'-O-Me modifiés, 

complémentaires à l'ARNm (Li et al. 2009). Les miARN mimiques ont une fonction de 

suppresseur de tumeurs, qui impliquent la mort cellulaire et le blocage de la prolifération 

cellulaire (Garzon et al. 2010). 
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Figure 20 : Représentation schématique de leurres oligonucléotidiques des miARN, 

d’après (Moulton et al. 2004; Ruberti et al. 2012) 

 

Parallèlement à l’identification de cibles pertinentes, un problème majeur imposé par 

ces pathologies demeure la résistance aux traitements avec une administration non 

optimale des traitements. L’émergence des nanotechnologies et des nanomédecines offre 

des perspectives intéressantes qui pourraient être combinées aux molécules qui inhibent 

l’action des miARN. En raison de leur taille submicronique, les nanostructures peuvent 

interagir de façon unique avec les systèmes biologiques avec une meilleure efficacité, 

spécificité et sécurité biologique des médicaments ou principes actifs (Heurtault et al. 

2002). 
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III. Vectorisation de principes actifs ou de petits acides 
nucléiques par les nanomédecines 
 

1. Les nanovecteurs 

 

Des études récentes démontrent l’intérêt des nanomédecines et offrent des 

perspectives intéressantes pour l’administration d’agents pharmacologiques s’opposant à 

leur croissance. Différents paramètres sont à prendre en compte lors de la conception d’un 

vecteur (Shapira et al. 2011) :  

- la complexité de synthèse ainsi que le coût de la conception,  

- la stabilité, 

- la furtivité du vecteur, 

- la libération du médicament, 

- la biodégradabilité, 

- et la toxicité. 

 

 

1.1. Interaction du nanovecteur avec le milieu vivant 
 

Des interactions entre le milieu vivant et les nanoparticules sont possibles grâce à la 

composition des nanoparticules, et plus particulièrement grâce à leur taille nanométrique, 

leur charge de surface, leur porosité et leur rugosité. Autre caractéristique importante pour 

les interactions avec le milieu vivant est la versatilité de structure. Cette versatilité est 

possible en fonctionnalisant la surface des nanoparticules, par des groupements chimiques, 

des ligands ou des anticorps. Ces interactions sont faisables grâce aux molécules 

environnantes comme les molécules d'eau, les acides ou les bases, les ions, les matériaux 

organiques (de type glucidiques, protéiques, lipidiques), les tensioactifs 

ainsi que les polymères. Ces interactions peuvent avoir lieu avec les membranes ou les 

biomolécules (lipides, protéines, ADN) et peuvent entraîner des effets structurels et 

fonctionnels, mais aussi des transferts d'énergies, des changements de conformation des 

biomolécules (Nel et al. 2009). 
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1.2. Nanovecteurs et cancer 
 

Les nanomédecines doivent passer différentes barrières biologiques, quelles soient 

tissulaires (sang, épithélium, endothélium), cellulaires (matrice extracellulaire, membrane 

plasmique) et/ou sub-cellulaires (mitochondrie, noyau, endolysosome, réticulum). Les 

progrès récents dans le domaine des nanomédecines permettent d’orienter les nouvelles 

thérapies vers des thérapies ciblées. En effet, la combinaison des agents anticancéreux à 

des nanovecteurs permet d’améliorer la biodistribution, notamment le passage des barrières 

biologiques, mais également présente des avantages au niveau clinique avec des réductions 

de dose. En outre, cette combinaison peut grandement améliorer l'affinité de la drogue ainsi 

que la sélectivité (Peer et al. 2007). Des études ont déjà démontré l’intérêt des 

nanotechnologies dans les traitements des GBM. Comme par exemple, des nanoparticules 

superparamagnétiques de polyacrylamide qui présentent une capacité de rétention au 

niveau tumoral (Moffat et al. 2003). Des nanoparticules modifiées à leurs surfaces par des 

séquences RGD ont montré leur capacité à reconnaître des intégrines surexprimées à la 

surface des cellules de gliomes (Montet et al. 2006). La biodistribution des principes actifs 

peut être améliorée grâce à leur encapsulation au sein de systèmes colloïdaux (Petit et al. 

2008). Des études avec différents nanovecteurs (liposomes, nanosphères polymériques, 

nanocapsules lipidiques) ont montré, que lorsque l’agent thérapeutique était encapsulé, son 

devenir était fonction du vecteur (Couvreur et al. 2002; Gref et al. 1994; Muller and Keck 

2004; Storm et al. 1998). L’avantage de cette encapsulation est la protection de l’agent 

thérapeutique jusqu’à sa libération. 

 

La figure 21 schématise des nanovecteurs actuellement utilisés : les nanoparticules 

polymériques hydrophiles et hydrophobes, les micelles, les liposomes, les nanoparticules 

lipidiques solides ou non, les dendrimères, les nanoparticules inorganiques, les nanocristaux 

et les nanotubes de carbone. 
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Figure 21 : Schéma de différents types de nanovecteurs  

 

  

2. Les nanocapsules lipidiques 
 

Une première génération de nanocapsules a été développée il y a une quarantaine 

d’années, mais ces nanocapsules étaient très rapidement éliminées par le système 

réticuloendothélial, ce qui ne permettait une délivrance des médicaments ou des principes 

actifs que jusqu’au foie et à la rate (Beduneau et al. 2008). Le laboratoire INSERM U1066 a 

par la suite mis au point et développé une nouvelle génération de nanocapsules, les 

nanocapsules lipidiques (NCLs), brevetées en 2000 (n°026800) (Heurtault et al. 2002). Ce 

sont des vecteurs colloïdaux d’un diamètre pouvant varier entre 20 et 100 nm (Heurtault et 

al. 2003). Les NCLs sont constituées d’un cœur huileux contenant des triglycérides 

(Labrafac®), d’un surfactant amphiphile (polyéthylène glycol hydroxystéarate : Solutol®) et 

d’un agent tensioactif lipophile (lécithines : Lipoïd®), tous ces excipients étant 

biocompatibles (Figure 22) (Heurtault et al. 2002). De plus, les composants des NCLs et 

notamment le Solutol®-HS15 peut interagir avec la P-glycoprotéine et le phénomène de 

multidrug resistance (Garcion et al. 2006). La formation des NCLs est basée sur le principe 

d’inversion de phase qui provoque le passage d’une microémulsion huile dans eau à une 

microémulsion eau dans huile par une augmentation de la température (Figure 22) 

(Heurtault et al. 2002). Le procédé de formulation des NCLs se déroule en deux étapes : la 

première correspond à l’ajout des différents composants qui subissent des cycles de 

chauffages-refroidissements, et la seconde à réaliser un choc thermique produit par un 

ajout d’eau froide qui dilue la préparation et fige les nano-objets (Figure 22) (Heurtault et 
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al. 2002). L’intérêt majeur de ces NCLs est leur capacité à transporter des agents 

anticancéreux hydrophobes radioactifs ou chimiques jusqu’aux cellules cibles, tout en 

protégeant le contenu des dégradations chimiques et enzymatiques (Beduneau et al. 2008) 

et en augmentant leur action (Garcion et al. 2006). Les NCLs peuvent également être 

modifiées à leur surface, ce qui les rend plus furtives et leur permet un ciblage plus 

spécifique, comme par exemple avec le greffage d’anticorps à leur surface (Beduneau et al. 

2008). Des études précédentes ont montré que les NCLs participaient au routage 

subcellulaire et entraient au sein des cellules par les différentes voies d’endocytose suivant 

la taille des objets (Paillard et al. 2010). Les NCLs échappent donc à l’endolysosome, ce qui 

veut dire que les NCLs vont dans le cytoplasme et ceci est important pour véhiculer des 

acteurs pouvant modifier la membrane plasmique. Les NCLs présentent d’autres 

avantages comme par exemple : le franchissement facilité des membranes ou des barrières 

biologiques grâce à leurs tailles nanométriques, la réduction des interactions avec la matrice 

extracellulaire et l’augmentation de la biodistribution du principe actif (Allard et al. 2009). 

Les NCLs ont également montré une application intéressante concernant leur administration 

en locale par voie stéréotaxique dans le cerveau de rats, cette administration de NCLs 

chargées d’un radioélément a provoqué une réduction de la taille de la tumeur (Vanpouille-

Box et al. 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Principe de formulation des nanocapsules lipidiques (NCLs) 
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IV. Objectifs de la thèse 
 
 

L’objectif de ce travail de thèse de doctorat a été d’étudier la pertinence du ciblage 

thérapeutique de deux marqueurs potentiels de radiorésistance dans le GBM, 

également associés à des phénotypes de cellules cancéreuses de type souche, que sont : 

l’épitope AC133/1 et certains microARN (miR-21, miR-210 et miR-221). 

 

Deux questions majeures ont été posées : 

i) Quelle est la signification de l’expression de ces marqueurs au sein des 

GBM au plan de leur développement et évolution comme au niveau 

fonctionnel cellulaire ? 

ii) Les nanomédecines représentent-elles des outils utiles et pertinents 

pour reconnaître ces marqueurs « a priori » membranaires (AC133/1) ou 

intracellulaires (miARN) et quel serait alors leur impact thérapeutique ? 

 

En ce qui concerne la première question, nous avons étudié le lien entre l’expression 

d’AC133, le microenvironnement tumoral (et plus particulièrement l’influence de la pression 

partielle en oxygène) et l’agressivité tumorale. Par la suite, en nous basant sur la 

localisation membranaire d’AC133/1, nous nous sommes intéressés au rôle fonctionnel 

cellulaire de cette molécule dans les mécanismes d’échanges avec le milieu extracellulaire 

(endocytose notamment). Enfin, une dernière étude a considéré l’expression de miARN au 

sein d’une nouvelle collection de CCTS issues de patients atteints de GBM en réponse à 

divers traitements de radiothérapie. 

 

En ce qui concerne la deuxième question, un travail de synthèse de nanovecteurs a 

été réalisé. Des constructions originales utilisant des immunoglobulines pour reconnaître 

AC133/1 ou des peptides ou polymères pouvant être combinés ou complexés à des 

« Locked Nucleic Acid » s’opposant à l’activité de miARN ont été développées, 

structurellement caractérisées et testées au niveau fonctionnel in vitro en amont 

d’expérimentations in vivo.  
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Chapitre I : Marqueurs de radiorésistance et glioblastome  
 

1. L’épitope AC133/1 

1.1. Expression d’AC133/1 et phénotypes tumoraux 

 

La radiorésistance est un problème majeur vis-à-vis duquel des mécanismes 

intrinsèques (inhérents aux cellules tumorales dans leurs caractéristiques endogènes) et des 

mécanismes extrinsèques (dépendants du microenvironnement) coexistent et 

communiquent. Si la cellule tumorale est bien armée pour s’opposer aux effets des 

traitements (échappement, réparation, exclusion), alors les conditions environnementales 

qu’elle subit ou/et qu’elle corrompt sont importantes à considérer dans le but d’améliorer 

l’efficacité des traitements. 

 

Une faible pression partielle tissulaire en oxygène est un facteur de radiorésistance 

indéniable. A cet effet, des études précédentes ont montré d’une part, qu’AC133/1 est 

localisée dans des zones d’hypoxie des GBM (Pistollato et al. 2010). D’autre part, une faible 

pression partielle en oxygène maintien l’expression d’AC133/1 in vitro (Platet et al. 2007) et 

les « propriétés souches » des CCTS (Li et al. 2009). Enfin, les cellules AC133/1-positives 

sont radiorésistantes (Bao et al. 2006). 

  

Il nous est donc apparu important, dans ce premier article, d’étudier la signification 

fonctionnelle de l’expression d’AC133/1 en réponse à la pression partielle en oxygène (pO2), 

notamment dans nos modèles d’études tumoraux de GBM humains in vitro puis chez 

l’animal (chez des souris immunodéprimées). AC133/1 est-il réellement le témoin de 

l’hypoxie tumorale et son expression est-elle effectivement corrélée à l’agressivité des 

GBM ?  
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Ce travail a permis de souligner l’importance des conditions de culture, et plus 

particulièrement de la pO2, sur l’expression du marqueur, AC133/1, in vitro mais également 

sur les caractéristiques des tumeurs in vivo.  

 

En effet, les résultats obtenus montrent que la pO2 influence de façon irréversible le 

phénotype des cellules de GBM. En effet, la condition de culture en hypoxie (à 3% d’O2) 

favorise l’expression d’AC133/1 dans différents types de cultures primaires de GBM. Les 

cellules poussant sous forme de sphéroïdes, un gradient d’oxygène peut donc être présent à 

l’intérieur des cellules. Dans le cas des cellules cultivées à 3% d’O2, la faible pO2 présente à 

l’extérieure des cellules peut aboutir à une pO2 encore plus faible au centre des sphéroïdes, 

ce qui pourrait contribuer au maintien de l’expression d’AC133/1. 

 

La pO2 ayant un impact sur l’expression d’AC133/1, par la suite, les études se sont 

intéressées à étudier l’effet d’un facteur de transcription régulé par la pO2, HIF-1α, sur 

l’expression d’AC133/1. Les résultats concernant les effets du chlorure de cobalt, impliqué 

dans la dégradation de HIF montrent une tendance à augmenter de façon dose-dépendante 

l’expression d’AC133/1. Un knockdown d’HIF peut permettre une réduction de l’expression 

d’AC133/1. 

 

Ce travail démontre que des cellules poussées à différentes pO2, ont une évolution 

différente lors de l’injection in vivo. Mais les deux types de sous-population ont la possibilité 

de former des tumeurs, une hypothèse peut être qu’il existe une hiérarchisation au sein des 

CCTS. L’hypothèse pourrait être que la perte d’AC133/1 serait un témoin de maturation des 

CCTS indifférenciées plus précoces vers un phénotype de CCTS plus tardifs, cette 

maturation pouvant être régulée par la pression partielle en oxygène. Ces deux types de 

sous-population donneraient naissance à des tumeurs in vivo phénotypiquement différentes. 

Dans ce contexte, nous avons établi qu’AC133/1 est un marqueur de non exposition à des 

pO2 élevées et que l’expansion in vitro de CCTS à des pO2 non physiologiques entraîne après 

leur implantation in vivo la formation de tumeurs de phénotypes distincts de ceux obtenus à 

des pO2 physiologiques.  

 

Des tests réalisés au laboratoire montrent que les cellules cultivées à 3% d’O2 

(cellules AC133/1-positives) produisent plus de VEGF que les cellules AC133/1-négatives. 

Ces résultats suggèrent que les cellules AC133/1-positives seraient capables d’induire la 

néoangiogénèse permettant l’augmentation de l’apport en oxygène aux cellules tumorales 

et la perte du marqueur AC133/1 accompagnant une « pseudo-différenciation » des CCTS 

vers des phénotypes tardifs distincts et multiples. Au sein d’une tumeur, une coexistence 

est donc possible entre des cellules souches plus résistantes et de nouveaux clones 
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émergents d’une entité causale initiale échappant au contrôle des thérapies (Adams and 

Strasser 2008). Il faudrait donc se concentrer au développement, en amont dans l’évolution 

de la tumeur, de nouvelles thérapies sur ces cellules, pour éviter les dérives phénotypiques. 

Dès lors que ces cellules auront été traitées, une action sur la masse tumorale avec les 

stratégies thérapeutiques existantes pourrait réduire l’expansion de la tumeur (Figure 23). 

Au vue de ces éléments, il semble donc intéressant de cibler ces cellules AC133/1-positives. 

 

 

Stratégie 1 Stratégie 2

cellule initiatrices 
de cancers 

radiorésistantes

cellule de la masse tumorale 

 

 

Figure 23 : Stratégies thérapeutiques envisagées pour éliminer, dans un premier 

temps, les cellules les plus résistantes (Stratégie 1), puis dans un second temps, les cellules 

de la masse tumorale (Stratégie 2) 

 

 

La vascularisation de la tumeur peut résulter d’une part de l’angiogénèse c'est-à-dire 

de la prolifération des cellules endothéliales, et d’autre part, de la vasculogénèse, la 

colonisation des cellules endothéliales circulantes ou de la moelle osseuse qui présentent un 

marqueur CD11b+ (Kioi et al. 2010). Une étude montre qu’une implantation orthothopique 

de GBM chez la souris immunodéprimée combinée à de la radiothérapie, inhibe la voie de la 

vasculogénèse et permet un retard dans le développement de récidives de la tumeur. En 

règle générale, il a été montré que l'irradiation augmente de façon significative le nombre 

de cellules myéloïdes CD11b+, très pro-angiogéniques, au sein de la tumeur. Ces cellules 

pourraient être une cible intéressante pour sensibiliser les cellules à l'irradiation (Kioi et al. 

2010). Même si AC133/1 est un marqueur membranaire et de surcroît n’interfère pas avec 

les cellules CD11b+ dans les phénomènes d’angiogénèse (Yang et al. 2004) ou de 

néoangiogénèse (Kopp et al. 2006), il serait intéressant d’étudier le rôle d’AC133/1 au 

niveau des échanges intracellulaires. 
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1.2. Rôle pour AC133/1 
 

Différentes études montrent que la protéine CD133 est liée au métabolisme cellulaire 

(Yang et al. 2007), mais également au stress bioénergétique (Griguer et al. 2008) et à la 

pression partielle en oxygène dans les GBM humains (Bourseau-Guilmain et al. 2011; Platet 

et al. 2007). La protéine CD133, localisée au niveau des protrusions de la membrane 

plasmique et des microvillosités (Huttner et al. 2008), a la capacité de se lier au cholestérol 

(Huttner et al. 2008) et présente un site de liaison aux gangliosides au niveau de son 

segment N-terminal (Taieb et al. 2009). CD133 étant une protéine membranaire, une de 

ses fonctions pourrait être associée aux échanges cellulaires comme l’endocytose et 

l’exocytose (Yang et al. 2007). A l’heure actuelle, une dizaine de voies d’endocytose simples 

ou par récepteurs sont connues (Doherty and McMahon 2009). Le rôle principal de 

l’endocytose est l’internalisation ou le transport des substrats de la membrane plasmique 

vers des sites cellulaires (Mallet and Maxfield 2000). En règle générale, l’endocytose se 

déroule en trois étapes. L’endocytose commence tout d’abord par une absorption spécifique 

de la particule sur les protéines, ensuite il y a invagination de la membrane, et pour finir, 

détachement et migration de la vacuole vers l’intérieur de la cellule (Doherty and McMahon 

2009). Parmi les différentes voies d’endocytose, il y a la pinocytose, qui concerne des 

particules invisibles avec une taille inférieure à 150 nm, ainsi que la phagocytose qui est 

une voie consommant de l’ATP et qui s’intéresse plus particulièrement aux particules 

visibles. La phagocytose est un mécanisme utilisé par un certain nombre de cellules comme 

les macrophages, les polynucléaires et les neutrophiles, et joue un rôle important dans la 

défense contre les pathogènes. La pinocytose se découpe en plusieurs sous-groupes : la 

macropinocytose, la pinocytose clathrine-dépendante, la pinocytose cavéole-dépendante et 

la pinocytose cavéole- ou clathrine-indépendantes (Figure 24) (Conner and Schmid 2003; 

Doherty and McMahon 2009). La macropinocytose correspond à la formation de vésicules 

appelées macropinosomes de petites tailles (entre 0,5 et 5 µm) (Conner and Schmid 2003).  

La pinocytose clathrine-dépendante est responsable d’environ 50% de l’endocytose non liée 

à des récepteurs, et est présente chez tous les eucaryotes supérieurs (Geli and Riezman 

1998). Deux types de récepteurs peuvent être internalisés par cette voie, certains le sont de 

manière ‘naturelle’ (comme par exemple la transferrine) et d’autres ont besoin de tout 

d’abord se lier au ligand (comme l’insuline). Cette voie est constituée de la clathrine, une 

protéine du manteau composée de trois chaînes lourdes et d’une chaîne légère (Kirchhausen 

2000). Des protéines adaptatrices comme les protéines AP2 et la dynamine sont 

indispensables pour la réalisation de ce mécanisme (Conner and Schmid 2003). 

La pinocytose cavéole-dépendante est constituée de petites vésicules à cavéoline, une 

protéine transmembranaire riche en cholestérol. Des radeaux lipidiques contenant des 

récepteurs spécifiques sont ensuite créés (Conner and Schmid 2003).  
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La pinocytose cavéole- et clathrine-indépendantes est souvent utilisée par les virus ou les 

toxines (Conner and Schmid 2003).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 24 : Représentation des différentes voies d’endocytose, d’après (Conner and Schmid 

2003) 
 
 

 

Pour pouvoir étudier l’implication d’AC133/1-CD133 au sein des différentes voies 

d’endocytose, différents traceurs fluorescents sont utilisés comme la choléra-toxine pour la 

voie des cavéoles (Orlandi and Fishman 1998), la transferrine pour celle des clathrines et le 

dextran pour la pinocytose dans des cellules humaines Caco-2 d’adénocarcinome de colon, 

exprimant AC133/1-CD133 de manière constitutive. 

 

Les résultats exposés dans ce deuxième article, permettent de mettre en évidence, 

dans un premier temps, l’implication de la protéine CD133 dans l’endocytose de la 

transferrine, un transporteur du fer. Puis, les expérimentations menées ont révélé, dans un 

second temps, un lien entre la protéine CD133 et le métabolisme du fer. 
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The Importance of the Stem Cell Marker Prominin-1/
CD133 in the Uptake of Transferrin and in Iron
Metabolism in Human Colon Cancer Caco-2 Cells
Erika Bourseau-Guilmain . , Audrey Griveau . , Jean-Pierre Benoit , Emmanuel Garcion*
Laboratoire d’Ingénierie de la Vectorisation Particulaire, Inserm, UMR-S 646, Université d’Angers, Angers, France

Abst ract

As the pentaspan stem cell marker CD133 was shown to bind cholesterol and to localize in plasma membrane protrusions,
we investigated a possible function for CD133 in endocytosis. Using the CD133 siRNA knockdown strategy and non-
differentiated human colon cancer Caco-2 cells that constitutively over-expressed CD133, we provide for the first time direct
evidence for a role of CD133 in the intracellular accumulation of fluorescently labeled extracellular compounds. Assessed
using AC133 monoclonal antibody, CD133 knockdown was shown to improve Alexa488-transferrin (Tf) uptake in Caco-2
cells but had no impact on FITC-dextran or FITC-cholera-toxin. Absence of effect of the CD133 knockdown on Tf recycling
established a role for CD133 in inhibiting Tf endocytosis rather than in stimulating Tf exocytosis. Use of previously identified
inhibitors of known endocytic pathways and the positive impact of CD133 knockdown on cellular uptake of clathrin-
endocytosed synthetic lipid nanocapsules supported that CD133 impact on endocytosis was primarily ascribed to the
clathrin pathway. Also, cholesterol extraction with methyl-b-cyclodextrine up regulated Tf uptake at greater intensity in the
CD133high situation than in the CD133low situation, thus suggesting a role for cholesterol in the inhibitory effect of CD133 on
endocytosis. Interestingly, cell treatment with the AC133 antibody down regulated Tf uptake, thus demonstrating that
direct extracellular binding to CD133 could affect endocytosis. Moreover, flow cytometry and confocal microscopy
established that down regulation of CD133 improved the accessibility to the TfR from the extracellular space, providing a
mechanism by which CD133 inhibited Tf uptake. As Tf is involved in supplying iron to the cell, effects of iron
supplementation and deprivation on CD133/AC133 expression were investigated. Both demonstrated a dose-dependent
down regulation here discussed to the light of transcriptional and post-transciptional effects. Taken together, these data
extend our knowledge of the function of CD133 and underline the interest of further exploring the CD133-Tf-iron network.
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Int roduct ion

Following the use of new monoclonal antibodies raised against
neuroepithelial and hematopoietic stem cells, CD133, also known
in humansand rodentsasProminin-1, wasfirst isolated and cloned
in 1997 [1,2,3]. CD133 is a five-domain transmembrane protein,
composed of an N-terminal extracellular tail, two small cytoplas-
mic loops, two large extracellular loops containing seven potential
glycosylation sitesand a short C-terminal intracellular tail that can
be alternatively spliced [4] or phosphorylated [5].

Despite constant research efforts, the biological function of
CD133 remainslargely unknown. Among notoriousphenotypes, it
hasbeen shown that a truncated CD133, which isnot transported
to cell membrane, leads to human retinal degeneration [6].
Underlining this important observation, analysisof a generation of
CD133-deficient mice revealed that, while expressed very early
during retinal development, CD133 acted as a key regulator of

disk morphogenesis and that loss of CD133 caused photoreceptor
degeneration and blindness [7]. In addition, AC133, a glycosylat-
ed epitope of CD133 protein initially associated with embryonic
stem cells [8] and a variety of somatic stem cells, was extensively
described as a putative cancer stem cell marker in blood, brain,
colon, prostate, lung, breast, liver, and skin cancers [9,10]. Other
investigations revealed that CD133 is linked to cell metabolism as
a glucose responsive gene in myotubes [11], as well as providing
evidence for bioenergetic stress [12] and of non-exposure to high
oxygen tension in gliomas (Bourseau-Guilmain et al., submitted).

At the subcellular level, CD133 is preferentially localized in
plasma membrane protrusions and microvilli [13]. From there,
CD133 can bind to cholesterol [14] and interact with gangliosides
[15]. As membrane protrusions and microvilli enable extension of
the membrane surface in order to increase cell exposure to the
extracellular space, these observations provide important clues to
identifying the molecular role of CD133, notably by considering

PLoS ONE | www.plosone.org 1 September 2011 | Volume 6 | Issue 9 | e25515
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cellular exchanges with the microenvironment. Indeed, CD133
was found in membrane vesicles distinct from exosomes that were
released from epithelial cells during differentiation [16].

In parallel to these outside-in signals, cholesterol and sphingo-
lipids segregate in lipid raft membrane microdomains implicated
in inside-out signaling and endocytosis [17,18]. Considering the
tight relation between CD133 and cholesterol, plusitspossible link
to sphingolipids and exposure to the extracellular space, we
hypothesized that CD133 is involved in endocytosis: a fundamen-
tal processby which extracellular compoundsare internalized and
distributed to intracellular compartments.

In the present study, using the RNA-interference strategy and
undifferentiated human colon cancer Caco-2 cells that constitu-
tively over-expressed CD133/ AC133, we provide for the first time
evidence for a role of CD133 in the intracellular accumulation of
extracellular compounds, notably exemplified by transferrin (Tf).
In addition to data that establish a role for CD133 in endocytosis,
we also demonstrate that CD133 itself is regulated by iron, thus
supporting the existence of a Tf-CD133-iron network. These new
observations are discussed in the light of the CD133 pattern of
expression and current knowledge in the field.

Materials and Methods

Cell culture
Undifferentiated human colon carcinoma Caco-2 cells (Amer-

ican type culture collection: HTB-37TM) were cultured at 37uC in
an atmosphere of 5% CO2 in Dulbecco’sModified Eagle Medium
(DMEM; Lonza, Levallois-Perret, France) containing 4.5 g/ L
glucose and L-glutamine. The medium was added with 10% of
fetal bovine serum (FBS; Lonza, Verviers, Belgium), 1% antibiotics
(10 units/ mL penicillin, 10 mg/ mL streptomycin, 25 mg/ mL
amphotericin B; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA, MO) and 1%
of non-essential amino acids (NEAA; Lonza, Verviers, Belgium).
When cells reached 80% confluence, they were dissociated in
0.5% porcine trypsin and 0.2 g/ mL EDTA (Lonza, Verviers,
Belgium) before re-plating on uncoated plastic flasks at 156 103

cells/ cm2. Half the medium was replaced by fresh medium every
two days.

siRNA knockdown of CD133
Caco-2 cellswere plated in six-well plateswith 2.36 105 cellsper

well in 2 mL of the aforementioned medium for 24 h. Medium
was removed and cells were transfected with 30 nM of RNA
oligonucleotide duplexes (Sigma-Aldrich) using the N-TER
reagent according to manufacturer’s instructions (Sigma-Aldrich).
N-TER/ siRNA complexes were then incubated in Caco-2
medium for 48 h at 37uC in an atmosphere containing 5%
CO2. siRNA were then removed and replaced by fresh medium
for 24 h. A sequence scramble was used as negative control: 59-
GUCCGGAAUUACCAUGAGUdTdT-39. Thesequenceused to
perform targeted RNA interference inhibition of CD133 was 59-
CCCUUAAUGAUAUACCUGAdTdT-39.

AC133 immunolabeling
Caco-2 cells exposed to siRNA were collected and dissociated

using Versene (Lonza). Cells were incubated with 5 mg/ mL
AC133 antibody (Miltenyi Biotech, Paris, France) or IgG1k
isotype control (BD-Biosciences, Le Pont-de-Claix, France) for 1 h
at 4uC in PBS containing 5% FBS and 0.02% sodium azide. Cells
were then washed three times in PBS containing 5% FBS and
0.02% sodium azide, and incubated for 30 minutes at 4uC with
FITC-conjugated goat anti-mouse IgG F(ab’)2 fragment polyclon-
al antibody (Dakocytomation, Trappes, France) at 20 mg/ mL in

PBS containing 5% FBSand 0.02% sodium azide. Following three
more washes in PBS containing 5% FBS and 0.02% sodium azide,
cells were re-suspended in PBS containing 2% formaldehyde and
0.02% sodium azide.

Flow cytometry
A BD FACSCaliburTM fluorescent-activated flow cytometer

and the BD CellQuestTM software (BD-Biosciences) were used for
flow cytometry acquisition. Analysis was carried out using
WinMDI 2.9 software (Scripps Institute, La Jolla, CA, USA).

Synthesis of Nile red-labeled lipid nanocapsules (NR-LNC)
50 nm Nile red (NR)-labeled lipid nanocapsules (LNC) (NR-

LNC) that incorporated the fluorescent compound NR were
prepared as previously described [19] by using a phase inversion
process that follows the formation of an oil/ water microemulsion
containing triglycerides (LabrafacH WL 1349, Gattefossé, Saint-
Priest, France), a non ionic hydrophilic surfactant (SolutolHHS15,
Gmbh, Ludwigshafen, Germany) and lecithins (Lipoı̈dH S75-3,
Gmbh). NR was dissolved in acetone at 1% (w/ w), and the
resulting NR solution was incorporated in LabrafacH at 1:10 (w/
w). Thus, 846 mg SolutolH, 75 mg Lipoı̈dH, 1029 mg LabrafacH
containing NR, 89 mg NaCl and 2975 mg water were mixed and
heated under magnetic stirring up to 85uC. Three cycles of
progressive heating and cooling in between 85uC and 60uC were
then realized. They were finally followed by an irreversible shock
induced by dilution with 12.5 mL of 0uC deionised water added
into the inversion phase zone. Size exclusion and high-pressure
liquid chromatography (HPLC) assays demonstrated a complete
encapsulation and retention of NR as previously observed [19].
LNC were analysed for their size distribution using a Malvern
ZetasizerH Nano Series DTS 1060 (Malvern Instruments S.A.,
Worcestershire, UK).

Internalization of transferrin (Tf), dextran (Dx), cholera
toxin subunit B (CTB) and lipid nanocapsules (LNC)

The medium of transfected cells was removed and replaced by
DMEM supplemented with 1% of serum-free N1 medium (Sigma
Aldrich) for 1 h. The three following compounds, Tf-Alexa 488 at
0.5 and 5 mg/ mL (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), Dx-FITC
at 0.5 and 5 mg/ mL (Sigma Aldrich) and CTB-FITC at 1 and
10 mg/ mL (Invitrogen), or instead, NR-LNC at 1/ 1000 dilution
from initial suspension thus corresponding to a 100 mg/ mL
concentration, were then added to the medium for 1 h. Cells
were then dissociated using Versene (Lonza). To enable
determination of the fraction of labeled molecules or particles
that was effectively internalized within cells, extracellular fluores-
cencewasquenched using 0.4% trypan blue (Sigma Aldrich). Cells
were then washed in PBS and re-suspended in PBS containing 2%
formaldehyde and 0.02% sodium azide. Internalization of
fluorescently labeled Tf, Dx, CTB and LNC was monitored by
flow cytometry.

Analysis of the release of Tf from Caco-2 cells after
internalization

Control and CD133-specific siRNA were used to generate
CD133high and CD133low transfected Caco-2 cells, respectively.
Cells were then incubated with Tf-Alexa 488 for 2 h at 37uC/ 5%
CO2 before the extracellular media was removed, washed and
replaced by fresh medium free from Tf-Alexa 488. After further
incubation at 37uC/ 5% CO2 for 1 h, 2 h and 3 h, the remaining
intracellular Tf-Alexa 488 fluorescence, representing the amount
of Tf-Alexa 488 that was not recycled to the extracellular
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compartment, was measured by semi-quantitative flow cytometry
as described above.

Cell treatment with chemical inhibitors of endocytosis
and cellular uptake of Tf

Previously identified chemical inhibitors of known endocytic
pathways were used as previously described [19,20,21]. Briefly,
transfected Caco-2 cellswere pre-treated with inhibitors for 1 h at
37uC in N1 medium. Chlorpromazine (10 mg/ mL; Sigma-Aldrich)
was used to inhibit clathrin-mediated transport [22], while filipin
(1 mg/ L; Sigma-Aldrich) and dimethylamiloride (DMA, 10 mM;
Sigma-Aldrich) were used to inhibit caveolae-dependent endocy-
tosis [23] and macropinocytosis [24], respectively. Cholesterol
depletion was obtained by a 2 h pretreatment with methyl-b-
cyclodextrine (MbCD, 10 mM; Sigma-Aldrich) in the presence of
lovastatin (1 mg/ mL; Sigma-Aldrich) [25,26]. Subsequently, cellu-
lar uptake of 5 mg/ mL Tf-Alexa 488 was monitored by flow
cytometry analysis as described above. For cholesterol inhibition,
1 mg/ mL lovastatin wasalso maintained in the medium during the
treatment with Tf-Alexa 488.

Analysis of Tf uptake by Caco-2 cells after treatment with
the AC133 antibody

Caco-2 cellswere plated at 2.36 105 in 24-well plates in 400 mL
of serum containing medium. After a 24 h initial incubation at
37uC/ 5% CO2 the initial medium was replaced by N1 serum free
medium before incubation with either 0, 5, or 10 mg/ mL of the
AC133 antibody or of isotype control IgG1k. Tf-Alexa 488 was
then added at 5 mg/ mL and incubated at 37uC/ 5% CO2 for 1 h
to study the impact of the immunoglobulin treatment on Tf-Alexa
488 uptake. Tf-Alexa 488 uptake wasquantified by flow cytometry
as described above.

Antibody recognition of the Tf receptor at surface the
Caco-2 cell depending on the level of CD133 expression

Caco-2 cellsexposed to CD133 or control siRNA werecollected
and dissociated using Versene (Lonza). Cells were incubated with
5 mg/ mL CD71 mousemonoclonal antibody that recognize theTf
receptor (TfR or CD71 antigen) (clone M-A712, BD-Biosciences)
or with 5 mg/ mL IgG2a, k isotype control (BD-Biosciences) to
proceed for immunolabeling and flow cytometry as described
above for AC133 cell surface recognition.

Immunocytochemisty combined with confocal laser
scanning microscopy for the identification of AC133,
CD71 and clathrin heavy chain within Caco-2 cells

Caco-2 cells were plated at 46 103 cells per well in eight-well
Lab-Tek Chamber Slides (Nunc, Roskilde, Denmark) in 300 mL
DMEM containing 10% FCSfor 24 h. They were then exposed to
CD133 or control siRNA asdescribed above before to proceed to
immunocytochemistry. Cells were then washed with PBS and
fixed with 4% paraformaldehyde in PBS (pH 7.4) for 20 minutes
at 4uC. After washes in PBS, cells were exposed for 60 minutes at
room temperature to a blocking solution of PBS containing 4% of
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) and 10% of normal goat
serum (Sigma-Aldrich). Primary monoclonal antibodies against
CD133 (IgG1k, Miltenyi Biotech), TfR or CD71 (IgG2ak, BD-
Biosciences) or clathrin heavy chain (CHC) (IgG1, BD-Bioscienc-
es) were incubated at 5 mg/ mL in PBS/ BSA 4% for overnight at
4uC. Note that for CHC intracellular immunolabeling, TritonHX-
100 was added at 0.1% during the blocking procedure for cell
permeation. After washes, a secondary horse anti-mouse biotin-
conjugated antibody (Vector, Burlingame, CA) was applied at 1/

100 in PBS/ BSA 4% for 1 h at room temperature. After
additional washes, Streptavidin Fluo Probe Alexa 488 (Interchim,
Montluçon, France), diluted 1/ 700, was used. Cells were finally
washed and mounted under coverslip in fluorescent mounting
medium (Dakocytomation). Confocal microscope images were
obtained by using an OlympusFluoviewTM FU 300 confocal laser
scanning microscopy imaging system (Paris, France).

Iron treatments
Caco-2 cellswereplated in six-well plateswith 2.36 105 cellsper

well in 2 mL for 24 h. Before iron treatment started, FBS
containing medium wasreplaced by serum freeN1 medium for an
additional 24 h. Cells were then treated with various concentra-
tions (50–800 mM) of ferric nitrilotriacetic acid (Fe-NTA) for 72 h
at 37uC/ 5% CO2, as indicated. Fe-NTA (molar ratio 1:4) was
extemporaneously prepared as a 20-mM stock from NTA and
ferric chloride hexahydrate (Sigma-Aldrich). Cells were alterna-
tively treated with FeSO4 (Sigma-Aldrich), another iron donor
[27,28], at either 150 or 300 mM for 24 h.

Iron deprivation and treatment with hypoxia-mimetic
agents

Following a similar culture procedure as before iron treatment,
cells were instead treated for 24 h with an iron chelator, also
known as a hypoxia-mimetic agent, Desferrioxamine (DFO,
Sigma-Aldrich) at 100 and 150 mM [29,30]. Alternatively, they
were treated for 24 h with a hypoxia-mimetic agent that works
independently from iron deprivation, Cobalt dichloride (CoCl2,
Sigma-Aldrich) at 100 and 150 mM [31].

Database, bioinformatics
To search for putative iron responsive element (IRE) sequences

within the 39and 59untranslated region (UTR) of human CD133
mRNA, the sequences used in this study (among which Homo
sapiens prominin 1 transcript variant 2, NM_001145847.1) were
obtained from NCBI GenBank. All sequence alignments were
done using the ClustalW computer program from the EMBL
European Bioinformatics Institute (Heidelberg, Germany). The
SIREs (searching for IREs) web server (http:/ / ccbg.imppc.org/
sires/ ) was also used for prediction of iron responsive elements in
RNA [32].

Statist ical analysis
XLSTAT 2006 Version 2006.3 (Addinsoft Paris, France) was

used for data analysis. The statistical significance of each
experiment was determined by a Dunnett’s test. The tests were
considered as significant with p values , 0.05.

Results

Impact of specific siRNA-mediated knockdown of CD133
on the intracellular accumulation of Tf, Dx and CTB in
non-differentiated Caco-2 cells

To determine the potential influence of CD133 on the
intracellular accumulation of extracellular compounds, non-
differentiated human colon carcinoma Caco-2 cells, which
naturally express high levels of CD133, were used. Using either
siRNA that does not lead to transcriptional down-regulation
(control siRNA) or siRNA that does down regulate targeted
CD133 mRNA and protein expression (CD133 siRNA), two
situations were analyzed: Caco-2 cells expressing high levels of
CD133, and Caco-2 cells expressing low levels of CD133.
Figure 1A shows that treatment of Caco-2 cells with 30 nM of
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CD133 siRNA effectively led to a reduction of 526 11% in CD133
protein expression, analyzed by flow cytometry immunofluores-
cence (AC133 antibody) compared to the control siRNA. To
analyze Caco-2 cell pinocytic ability in the CD133high and
CD133low situations, the intracellular accumulation of exogenous
markers of pinocytic pathways was then monitored. Although
alternative internalization pathways have been described depend-
ing on cell typesand differentiation status (for review see [33]), Tf-
Alexa 488, Dx-FITC and CTB-FITC were used as prototype
markers of receptor mediated endocytosis [34], fluid phase
endocytosis [24,35] and caveolae dependent endocytosis [23,36],
respectively. Flow cytometry measurement of intracellular fluo-
rescence after 1 h exposure of CD133high-Caco-2 cellsto either 0.5
or 5 mg/ mL Dx-FITC, 1 or 10 mg/ mL CTB-FITC and 0.5 or
5 mg/ mL Tf-Alexa 488 enabled 100% uptake to be measured
compared to the basal geomean fluorescent intensity of vehicle
alone treated cells representing 0% uptake. Although CD133
knockdown had no impact on intracellular accumulation of Dx-
FITC (Figure 1B) or on CTB-FITC (Figure 1C), cellular uptake of
Tf-Alexa 488 wassignificantly amplified in CD133low-Caco-2 cells
whatever the concentration tested (Figure 1D). These data thus
established for the first time that CD133 act as a modulator of
intracellular accumulation of exogenous compounds.

Effect of siRNA mediated knockdown of CD133 on Tf
exocytosis

In view of the fact that CD133 appeared to be an inhibitor of
cellular uptake of Tf while having no impact on Dx and CTB, we
further focused on the relation between CD133 expression and Tf
accumulation. The potential effect of siRNA mediated knockdown
of CD133 on Tf-Alexa 488 exocytosis was therefore investigated.
For this purpose, CD133high and CD133low non-differentiated
Caco-2 cells were incubated with Tf-Alexa 488 for 2 h at 37uC/
5% CO2 before the extracellular medium was removed, washed
and replaced by fresh medium free from Tf-Alexa 488. After
further incubation for 1, 2 and 3 h at 37uC/ 5% CO2 the amount
of Tf-Alexa 488 that was not recycled to the extracellular
compartment was measured by flow cytometry as described in
Materials and Methods. Data presented in Figure 2 established
that intracellular levelsof Tf-Alexa 488 decreased with incubation
time. After 1 h of incubation more than 80% of the internalized
Tf-Alexa 488 remained within cells in both CD133high and
CD133low expressing cellswhile after a 3 h of incubation, 546 9%
and 436 4% of the internalized Tf-Alexa 488 remained within
CD133high and CD133low expressing cells, respectively. However
at all times studied, no significant difference was observed
depending on CD133 expression levels (Figure 2). These

Figure 1. Specif ic siRNA mediated knockdown of CD133 within non-differen tiated Caco-2 cells led to an increase in Tf intracellular
accumulat ion but had no impact on Dx and CTB uptake. A) Immunofluorescence associated flow cytometric analysis of CD133 expression on
non-differentiated Caco-2 cells treated with 30 nM of control or CD133-specific siRNA. Results are expressed as a percentage of the control treatment,
representing the geomean fluorescence intensity levels obtained after AC133 immunostaining of cells treated with irrelevant siRNA (CD133high Caco-
2 cells); note the effective down regulation of CD133 when CD133-specific siRNA (CD133low Caco-2 cells) was used. B–D) Flow cytometric analysis of
intracellular uptake of Dx-FITC (B), CTB-FITC (C) and Tf-Alexa 488 (D) within CD133high and CD133low Caco-2 cells after 1 h of incubation at 37uC/
5%CO2. Results are expressed as percentage of control, thus representing the geomean fluorescence intensity levels obtained for cells treated with
vehicle alone. Data represented mean 6 s.e.m. obtained from three independent experiments. Dunnett’s test: **p, 0.01, ***p, 0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0025515.g001
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observations emphasized that although Tf recycling occurred in
both CD133high and CD133low non-differentiated Caco-2 cells,
short term differences in intracellular Tf accumulation are due
essentially to the impact of CD133 on endocytosis mechanisms
rather than exocytosis.

Effect of chemical inhibitors of known endocytic
pathways on the uptake of Tf by non-differentiated
Caco-2 cells depending on the level of CD133 expression
underlined the importance of the clathrin pathway

Having established that the level of expression of CD133 had an
impact on Tf uptake within non-differentiated Caco-2 cellsbut did
not modulate Tf recycling, we then addressed the question whether
CD133 is involved in specific pinocytic pathways [33]. For this
purpose, uptake of Tf-Alexa 488 within CD133high and CD133low

expressing cells was monitored after treatment with previously
identified chemical inhibitors of known endocytic pathways.
Chlorpromazine was used to inhibit clathrin mediated transport
[22], filipin to inhibit caveolae dependent endocytosis [23] and
DMA to inhibit macropinocytosis [24]. Flow cytometry established
that pretreatment of control CD133high Caco-2 cells with filipin,
chlorpromazine and DMA before exposure to 5 mg/ mL Tf-Alexa
488, led to a 30%, 90% and non-significant reduction in Tf uptake,
respectively (Figure 3A). The major impact of chlorpromazine
combined with the slighter effect of filipin thusemphasized that Tf
accumulation within non-differentiated Caco-2 cellswasmainly due
to clathrin-mediated transport [37]. The filipin effect could be
explained by thefact endocytosisof protopic substratesfor receptor-
mediated endocytosis, such asLDL or Tf, which usually routeto the
intracellular compartment through the clathrin pathway, could
alternatively use the caveolae pathway [38,39]. Moreover, as
cholesterol has been shown to be involved in the formation of
clathrin coated endocytic vesicles [26], filipin, which sequestrates

cholesterol, may also have an indirect impact on clathrin
endocytosis. Interestingly, when considering CD133 knockdown
and CD133low Caco-2 cells, very similar data were obtained with
filipin, chlorpromazine and DMA, leading to 18%, 85% and non-
significant reduction in Tf uptake, respectively (Figure 3A). Thus,
the quantitative effects of CD133 on Tf endocytosis appear to be
mainly related to the clathrin-dependent pathway. Surprisingly,
cholesterol depletion, achieved by using MbCD combined with
lovastatin [25,26], which has been said to affect clathrin
independent pathways and to some extent clathrin dependent
pathways[26,40,41], resulted in a major improvement in Tf-Alexa
488 accumulation within CD133high Caco-2 cells (+49%,
Figure 3A). Interestingly, the impact of cholesterol depletion on
Tf-Alexa 488 uptakewithin CD133lowCaco-2 cellswaslessmarked
(+21%, Figure 3A). These last data supported the hypothesis that
CD133 interaction with intracellular cholesterol also hasan impact
on Tf endocytosis. To further corroborate a possible link between
CD133 and the clathrin-dependent endocytosispathway, impact of
CD133 knockdown on the uptake of synthetic nanoparticles(LNC)
that werepreviously described to use theclathrin pathway on route
to the intracellular space of Caco-2 cells [21] was investigated.
Interestingly, as for fluorescent Tf, uptake of fluorescently tagged
LNC (NR-LNC) wassignificantly higher in CD133low Caco-2 cells
(Control siRNA) ascompared with CD133high Caco-2 cells(CD133
siRNA) (Figure 3B).

Treatment of non-differentiated Caco-2 cells with the
AC133 antibody recognizing the extracellular domain of
CD133 resulted in a reduction in Tf uptake

Having established that CD133 expression quantitatively
affected Tf endocytosis, we then considered that a direct
interaction between the CD133 protein and the Tf endocytic
machinery would have been affected by extracellular ligand
binding to CD133. As extracellular ligand of CD133 had not yet
been identified and since monoclonal antibodies have already
been used as activating or as function blocking immunoglobulins,
for instance in interactions between integrins and extracellular
matrix [42], the AC133 antibody, which recognizes an extracel-
lular glycosylation associated epitope of CD133 [43], was then
tested as CD133 ligand on living Caco-2 cells. Interestingly, while
treatment of non-differentiated Caco-2 cellswith an IgG1k isotype
control immunoglobulin had no effect on the intracellular
accumulation of Tf-Alexa 488 evaluated by flow cytometry
(Figure 4A), treatment with the AC133 antibody resulted in a
major reduction in Tf uptake of 386 8% and 756 1% at 5 and
10 mg/ mL, respectively (Figure 4A). These data established that
AC133 can effectively exert functional effects on living cells here
ascribed to an interaction between CD133 itself and the Tf
endocytic machinery in non-differentiated Caco-2 cells.

siRNA knowkdown of CD133 resulted in a strong
improvement of the TfR accessibility from the
extracellular space

To further assess the accessibility to the TfR (or CD71) from the
extracellular compartment depending on the presence of CD133,
expression of the TfR/ CD71 at the plasma membrane was
evaluated on CD133low Caco-2 cells (Control siRNA) and
CD133high Caco-2 cells (CD133 siRNA). Immunofluorescence
combined with flow cytometry analysis demonstrated a dramatic
improvement of CD71/ TfR recognition by the corresponding
antibody when CD133 was concomitantly down regulated
through siRNA knockdown (from 11.74 to 85.94 arbitrary units,
p, 0.001, Figure 4B). Immunocytochemistry combined with

Figure 2. Specif ic siRNA mediat ed knockdown of CD133 within
non-different iated Caco-2 cells did not affect short -term Tf
exocytosis. CD133high (control siRNA) and CD133low (CD133 siRNA)
non-differentiated Caco-2 cells were exposed to Tf-Alexa 488 for 2 h at
37uC/5% CO2 before the extracellular medium was removed, washed
and replaced by fresh medium free from Tf-Alexa 488. Amounts of Tf-
Alexa 488 that were not recycled to the extracellular compartment were
measured by flow cytometric analysis after further cell incubation at
37uC/5% CO2 for 1 to 3 h. Data are expressed as a % of Tf-Alexa 488
initially internalized. They represent mean 6 s.e.m. obtained from three
independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0025515.g002
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confocal laser scanning microscopy confirmed this observation
(Figure 4C). Combined with the direct short-term effect of the
AC133 antibody on the uptake of Tf, these data supported a direct
or indirect interaction of CD133 with CD71/ TfR at the plasma
membrane. In contrast, although the clathrin pathway was found
to be the major endocytic process for Tf within Caco-2 cells, no
evident differences were detected by immunocytochemistry in the
pattern of expression of CHC (Figure 4C).

Relation between iron supplementat ion or deprivation
and AC133/CD133 expression

Although Tf-independent iron transport can occur in mamma-
lian cells[44], the majority of extracellular iron isbound to Tf [45]

and uptake of iron occurs from iron loaded Tf through TfR
dependent endocytosis [33]. Interestingly, most of the proteins
involved in iron metabolism are regulated by iron itself notably
through iron regulatory proteins (IRP-1, IRP-2) that, in iron
starved cells, bind to cis-acting elements called iron responsive
elements (IREs) located in the 59 or 39UTR of transcripts
[46,47,48]. Thus, binding of IRPs to IREs located in the
59UTR of targeted messengers leads to inhibition of translation,
asexemplified by ferritin, which isup regulated in response to high
iron concentrations [49]. In contrast, recognition of IREs located
in the 39UTR of transcripts lead to their stabilization, as
exemplified by Tf, which is down regulated in response to high
iron concentrations [50]. Since the present work established that

Figure 3. Implication of CD133 in endocytosis mainly involved the clathrin pathway. A) Consequences of CD133-specific siRNA
knockdown for the effectiveness of chemical modulators of known endocytic pathways in modulating Tf uptake by non-differentiated Caco-2 cells.
After treatment with either vehicle alone (control), filipin, chlorpromazine, DMA or MbCD added with lovastatin (MbCD), CD133high (control siRNA)
and CD133low (CD133 siRNA) non-differentiated Caco-2 cells were exposed to 5 mg/mL Tf-Alexa 488. Cellular internalization of Tf-Alexa 488 was then
monitored by flow cytometry. Results are expressed as a % of Tf-Alexa 488 amounts that were internalized in the vehicle treated control. Note the
absence of effect of CD133-siRNA knockdown on the major inhibition of Tf-uptake caused by chlorpromazine. Note also the reduced up regulatory
effect of cholesterol extraction in the CD133 low situation (MbCD). Data represented mean 6 s.e.m. of a triplicate obtained from one representative
experiment that was reproduced twice. Comparisons with control: Dunnett’s test, *p, 0.05, **p, 0.01, ***p, 0.001; comparison between control
siRNA and CD133 siRNA: Dunnett’s test: p, 0.05. B) Specific siRNA mediated knockdown of CD133 within non-differentiated Caco-2 cells led to an
increase in LNC intracellular accumulation. Flow cytometric analysis of intracellular uptake of NR-LNC within CD133high (Control siRNA) and CD133low

(CD133 siRNA) Caco-2 cells after 1 h of incubation at 37uC/5%CO2. Results are expressed as percentage of control, thus representing the geomean
fluorescence intensity levels obtained for cells treated with vehicle alone. Data represented mean 6 s.e.m. obtained from three independent
experiments. Dunnett’s test: **p, 0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0025515.g003
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AC133/ CD133 regulated endocytosis of holo-Tf in Caco-2 cells,
we further addressed the question whether AC133/ CD133 was in
turn regulated by iron. For this reason, non-differentiated Caco-2
cells, previously placed in serum free medium, were treated with
extemporaneously prepared Fe-NTA (1:4) for 72 h at 37uC/ 5%
CO2 as described by others [44,51,52], thus allowing cells to
improve their iron contents. The impact of Fe-NTA treatment on
CD133/ AC133 expression was then assessed by flow cytometry
(Figure 5A–C). As exposure to extracellular iron has previously
been shown to be toxic for cells [53], we checked that Fe-NTA
concentrations ranging from 50 to 800 mM had no impact on cell
shape and attachment (data not shown) or on cell death
(Figure 5A). Interestingly, while low concentrations of Fe-NTA
did not alter CD133/ AC133 expression, 200 to 800 mM Fe-NTA
induced dose dependent down regulation of cancer stem cell
marker expression (Figure 5B–C). To confirm that iron supple-

mentation regulated CD133/ AC133 expression, Caco-2 cellswere
treated with FeSO4, another iron donor [27,28]. As shown on
Figure 5D, FeSO4 at 300 mM lead to a down regulation of
CD133/ AC133 expression, while having no effect at 150 mM. To
further understand the modality of regulation of CD133/ AC133
expression by iron, iron chelation with DFO wasalso investigated.
Interestingly, DFO treatment significantly reduced AC133
expression in Caco-2 cells in a dose dependent manner at 100
and 150 mM (Figure 5E). As iron supplementation expectedly had
opposite effect as iron deprivation on intracellular iron content,
the reduction of AC133 expression in both situations suggests the
possibility that supplementation and deprivation may work on
distinct pathways. As such, DFO is also known as a hypoxia-
mimetic agent, which by inhibiting the activity of prolyl
hydroxylases stabilizes the HIF-1a transcription factor [29,30].
To further cope with the hypothesis that DFO-induced hypoxia

Figure 4. Recognit ion of CD133 and modulat ion of its expression interfere with Tf uptake and TfR accessibility in Caco-2 cells.
A) AC133 antibody treatment inhibited Tf uptake. Constitutively CD133-expressing undifferentiated Caco-2 cells were exposed to Tf-Alexa 488 for 1 h
at 37uC/5%CO2 in the presence of 5 or 10 mg/ml of AC133 or IgG1k immunoglobulin control. Tf-Alexa 488 that was effectively internalized within cells
was then monitored by flow cytometry. Results are expressed as a % of Tf-Alexa 488 amounts that were internalized in the untreated control. Data
represented mean 6 s.e.m. from a triplicate obtained from one representative experiment. Dunnett’s test: *p, 0.05, ***p, 0.001. B) Flow cytometric
analysis of the expression of TfR(CD71) at the surface of CD133high (Control siRNA) and CD133low (CD133 siRNA) Caco-2 cells. Data represented mean
6 s.e.m. obtained from three independent experiments. IgG2ak immunoglobulins were used as negative control immunostaining. Dunnett’s test:
***p, 0.001. C) Analysis of the expression of AC133, TfR/CD71 and CHC within Caco-2 cells by immunocytochemistry combined with confocal laser
scanning microscopy. Note the increase of CD71 expression while AC133 was depleted from the Control siRNA to the CD133 siRNA situation. Bar:
50 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0025515.g004

CD133 and Endocytosis

PLoS ONE | www.plosone.org 7 September 2011 | Volume 6 | Issue 9 | e25515



Chapitre I 

 Griveau Audrey | « Locked Nucleic Acid » nanovectorisés  

pour la répression de microARN impliqués dans la radiorésistance des cellules de glioblastome   67 

 

may down regulate the expression of AC133/ CD133, effect of
CoCl2 [31], a hypoxia-mimetic agent that stabilize HIF-1a and
works independently from iron deprivation, was investigated.
Figure 5F established that, similarly to DFO, CoCl2 at 100 and
150 mM strongly inhibited the expression of AC133/ CD133
within Caco-2 cells. This observation emphasized that control of
AC133/ CD133 expression by iron in Caco-2 cellsmay in parallel
to mRNA stabilization, also involved transcriptional regulation
notably through HIF-1a.

To get more information on the direct or indirect effect of iron
on AC133/ CD133 expression, a search for putative IRE-like stem
loops within the 59UTR and 39UTR of human CD133 mRNA
was carried out using computer based sequence alignments as
described in Materials and Methods. Although previously
published IRE sequences [32,47,48,54,55,56,57,58] were not
recognized, and the SIREs Web research [32] failed to detect
any classical stem loop sequence within the 59UTR and 39UTR of

human CD133 mRNA, a hairpin loop presenting the non-
canonical CAGAGU sequence as observed in the first IRE
identified in the human TfR mRNA was identified in the 39UTR.
This selected sequence, which still requires investigation, is
presented among validated IREs in Figure 6.

Discussion

Our results provide evidence for an important role of the 5-
domain trans-membrane molecule CD133 in the regulation of
cellular cross-talk with the extracellular microenvironment,
revealed firstly by inhibition of Tf endocytosis in non-differentiated
Caco-2 cells, secondly by the ability of the CD133-specific AC133
antibody to also inhibit Tf endocytosis and thirdly by the negative
regulation of the TfR accessibility. Since Tf is the main iron
carrier entry to the mammalian cell, the identification of a role of
CD133 in endocytosis must be related to the regulation of CD133

Figure 5. Iron supplementat ion down regulated AC133/CD133 expression in Caco-2 cells in a dose-dependent fashion. Combined
immunofluorescence and flow cytometry was used to assess the impact of Fe-NTA treatment on AC133/CD133 expression in Caco-2 cells. A) Forward
scatter (FSC, approximate cell size) and side scatter (SSC, cell complexity or granularity) profiles of vehicle only treated cells (control) versus Fe-NTA
(800 mM) treated cells. B) Cell number distribution versus FITC-fluorescence (arbitrary units) in control and Fe-NTA (800 mM) treatments after IgG1
control or AC133 immunostaining. Dose-response histograms represent ing AC133/CD133 expression as a function of Fe-NTA (C), FeSO4 (D), DFO (E)
or CoCl2 (F) treatments at different concentrations as indicated. GFI: geomean fluorescence intensity. Data represent mean 6 s.e.m. of a triplicate
obtained from one representative experiment. Dunnett’s test: *p, 0.05, **p, 0.01, ***p, 0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0025515.g005
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itself by iron, thussupporting a possible Tf-CD133-iron network in
cell metabolism.

CD133 as an endocytosis modulator
The unique localization of the cholesterol binding protein

CD133 in plasma membrane protrusions and microvilli, aswell as
in association with specific lipid raft microdomains that are
sensitive to Triton X100 but resistant to Lubrol WX supported the
hypothesis that CD133 has a significant function in plasma

membrane organization [14,59,60]. The role of CD133 was
suggested by the generation of apical membrane protrusions from
epithelial cells and notably in the release of extracellular
membrane particles, which themselves carry CD133 [16,61,62].
By further establishing, to our knowledge for the first time, a role
for CD133 in endocytosis, importantly the present study extends
the functionality of CD133 at the plasma membrane interface.
Thus, the quantitative effects of CD133 on Tf endocytosis, aswell
ason LNC, can be mainly ascribed to the clathrin pathway, which
is the main Tf-internalization pathway within Caco-2 cells [33].
This assertion was also corroborated by the absence of effect of
CD133 knockdown on the uptake of Dx and CTB that are usually
internalized through fluid phase and caveolae dependent endocy-
tosis, respectively [33]. Hence, CD133-dependent up regulation of
Tf uptake after cholesterol extraction (MbCD treatment) support-
ed the hypothesis that CD133, at least partially, inhibits Tf
endocytosis via a cholesterol dependent mechanism. Accordingly,
cholesterol extraction either up regulates Tf uptake via an
unknown compensatory mechanism or alternatively, reduces
constitutive extracellular Tf recycling. It has previously been
established that acute cholesterol extraction can increase the
number of TfR on the cell surface [41,63], thus explaining
relatively higher Tf entry to the cell, notably in the inhibitory
CD133high situation. Also, absence of a differential effect of filipin
treatment depending on CD133 expression emphasized the fact
that cholesterol extraction (MbCD treatment) has different effects
than cholesterol sequestration (filipin treatment) on pinocytic
pathways. However, since the influence of CD133 on Tf
endocytosis involved the clathrin pathway and cellular cholesterol,
an interaction of the CD133 molecule with the TfR, whatever the
endocytic pathway involved, cannot beexcluded. Hence, the effect
of the AC133 antibody on Tf endocytosismay either support steric
shielding affecting the binding of Tf to its receptor or, instead,
signaling through the CD133 molecule that affectsTf-TfR uptake.
The dramatic up regulation of the TfR expression at the plasma
membrane of Caco-2 cells when CD133 was concomitantly down
regulated validated such interaction between CD133 and the TfR.
Among signaling pathways, a previouswork demonstrated CD133
phosphorylation of the cytoplasmic domain by Src and Fyn
tyrosine kinases [5]. Whether the presence of the AC133 epitope
in the CD133 extracellular domain and binding to an as yet
unidentified ligand influences CD133 phosphorylation and
resulting signaling remains a major question. CD133 may thus
modulate Tf uptake through direct inhibitory effectson TfR or on
the structure of TfR microdomains. Moreover, alteration of
ongoing mechanisms that promote Tf-TfR turnover may be
involved: for instance, insulin stimulated redistribution of TfR to
the plasma membrane [64], hemochromatosis protein co-traf-
ficked with the TfR to the cell surface [65] and PI3kinase-mTOR
regulated the number of TfR per endocytic vesicle [66].
Alternatively, as CD133 is a glycosylated molecule, glycosylation
could be important for the regulation of Tf binding to the cell
surface and likely in iron metabolism [67].

CD133 as an integrator of cell metabolism
Supporting the aerobic glycolysis of cancer cellsfirst reported by

Otto Warburg in the 1950s [68], it was recently established that
CD133 expression is associated with high cellular glucose
metabolism: CD133 was found to be a glucose responsive gene
in L6 myotubes [11] and CD133 expression to be concomitant to
high glucose cellular uptake in U251 glioma cells [12]. Since co-
localization of glucose transporters with the TfR in intracellular
vesicles has previously been observed [69,70,71], whether CD133
can regulate iron uptake together with glucose transport by

Figure 6. Schematic representat ion of known IREs and nearest
related stem loop sequence located in the 39UTR of the CD133
mRNA (NCBI GenBank accession number NM_001145847.1,
nucleot ide sequence: from +3544 to +3574). Note the perfect
match between the 59-ACAGAGUU-39 loop sequence of the CD133
mRNA and the one present in the TfR1 39IRE. Note also the high
discrepancy between hairpin structures, notably with the presence of
secondary loops (dashed line) in the APP59IRE. A secondary loop is also
present in the CD133 hairpin selected here. CDC14A: dual specificity
protein tyrosine phosphatase. DMT1: divalent metal transporter 1.
75 kDa Fe-S: NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1. APP:
Alzheimer amyloid precursor protein. Ft-H: ferritin heavy chain.
doi:10.1371/journal.pone.0025515.g006
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modulation of endocytosis remains an important question. The
combined sequestration of TfR and glucose transporter at the
plasma membrane would be expected to result in low iron levels
combined with high glucose intracellular levels. As iron-sulfur
cluster assembly [72] is an important process for mitochondria
activity, inhibition of a respiratory phenotype may well fit with the
appearance of a glycolytic one [73]. Having established here that
CD133 knockdown up regulated holo-Tf uptake and that iron
supplementation and deprivation down regulated CD133 expres-
sion, a role for CD133 as an integrator of iron metabolism, with
CD133 and TfR being jointly modulated [48], issuspected. In line
with this hypothesis, direct effects on putative IREs may be
involved in the regulation of CD133 expression by iron.
Considering homology but also a degree of variability among
IREs, as for instance between TfR 39IRE [48] and APP 59IRE
[58] (Figure 6), the stem loop sequence we selected for possible
CD133 39IRE (Figure 6) remained to be either validated or
rejected. Alternatively, indirect regulation of CD133 expression
may be implicated. As an illustration of the latter, also supported
by our experimentsusing DFO and CoCl2, oxygen sensing [74,75]
and mTOR [76] have been shown to regulate CD133 expression
via activation of the HIF-1a transcription factor. Since iron
treatment can in turn modulate HIF-1a activity [77,78,79], iron
induced destabilization of HIF-1a may also explain down
regulation of CD133 expression in non-hypoxic conditions [80].

Consequences for cancer cell behavior and for
detoxification status

It haspreviously been established that the AC133 epitope islost
during Caco-2 cell differentiation but not the CD133 protein [60].
In addition, differentiation of Caco-2 cells up regulates genes
implicated in iron transport and metabolism, including ferropor-
tin, Tf and TfR [81]. Thus, whether causative or not, improved
iron metabolism appears to be correlated with the differentiation
status of Caco-2 cells. Whether iron regulation of AC133
expression is a basic signal for differentiation or/ and for cancer

cell recruitment to a secondary phenotype is of pivotal interest.
Also, several extrinsic signaling moleculeshave already been linked
to the loss of expression of AC133 associated with differentiation,
notably in brain tumor stem cells with BMP-4 [82], retinoic acid
[83] or oxygen [74,75]. Our identification of a role for CD133/
AC133 in inhibiting endocytosis points to another consequence of
cellular cross-talk between cancer cells and their microenviron-
ment, or of cancer stem cellsand thestem cell niche, that isa finest
control of extrinsic signals. Indeed, corruption of the niche aswell
as the exclusion of toxic metabolites and xenobiotics appears to be
an important mechanism to define the status of cancer stem cells,
with the occurrence of side population cells that express specific
efflux transporters [84]. Hence, a finecontrol of iron accumulation
might prevent the generation of deleteriousreactive oxygen species
via iron catalyzed Fenton chemistry [46], with a possibly impact
on iron-induced carcinogenesis [85] and on degenerative diseases
[86,87]. Since a major phenotype for CD133 loss was disk
dysmorphogenesis and photoreceptor degeneration [7] and since
iron toxicity can trigger retinal degeneration [88], the present
work emphasized the need for further exploration of the newly
revealed CD133-Tf-iron network.
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Ce travail a permis de mettre en évidence une fonction d’AC133/1-CD133 dans 

l’accumulation intracellulaire de composés extracellulaires, avec un effet majeur dans 

l’inhibition de l’endocytose de transferrine. La transferrine est une β-globuline transporteur 

de fer et l’holo-transferrine est internalisée par les cellules par un mécanisme d’endocytose 

récepteur-dépendant impliquant majoritairement la voie des clathrines (Conner and Schmid 

2003). Après routage dans les endosomes, le fer est libéré des endolysosomes par le 

transporteur DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) puis les vésicules sont recyclées vers la 

membrane plasmique permettant la libération de l’apo-transferrine.  

 

La régulation négative de CD133 améliore l'accessibilité au récepteur de la 

transferrine, CD71. La transferrine étant impliquée dans l’approvisionnement des cellules en 

fer, les effets de la supplémentation (par l’utilisation d’acide nitrilotriacétique ferrique FeNTA 

et du sulfate de fer (II) FeSO4) et de la déplétion en fer (par l’utilisation de la 

desferrioxamine DFO et du chlorure de cobalt (II) CoCl2) sur l’expression d’AC133/1-CD133 

ont par la suite été investigués. Ce travail démontre, réciproquement, que la 

supplémentation ou la déplétion en fer régule l’expression d’AC133/1-CD133. Cette 

régulation pourrait être liée à la coexistence d’au moins deux mécanismes pouvant 

impliquer des protéines dont l’activité est liée au fer : les « iron responsive proteins » et les 

prolyl-hydroxylases. En effet, le fer est impliqué dans la dégradation de HIF-1α (Carroll and 

Ashcroft 2005), il se pourrait donc que le fer régule l’expression d’AC133/1 par le biais 

d’HIF-1α. Le fer, en présence d’eau oxygénée, peut également produire des espèces 

oxygénées réactives, lors de la réaction de Fenton. 

 

Les premières études menées sur la fonction de la protéine CD133 ont démontré 

l’implication de cette protéine dans les dégénérescences rétiniennes congénitales (Maw et 

al. 2000; Zacchigna et al. 2009). En effet, une augmentation du taux de fer dans la rétine 

chez des patients atteints de dégénérescence maculaire, entraîne des dégradations des 

protéines, des lipides et de l’ADN par la création d’espèces réactives oxygénées (Blasiak et 

al. 2009). De ce fait, l’implication de la protéine CD133 dans les métabolismes du fer 

pourrait être liée aux dégénérescences rétiniennes.  

 

Ce travail met en évidence un partenariat entre la protéine CD133, le récepteur de la 

transferrine et le fer, dans lequel CD133 apparaît comme un intégrateur membranaire 

régulant le métabolisme du fer, la protéine CD133 n’est donc pas seulement décorative. 

Lors de ce travail, les données ont été établies dans un premier temps dans le modèle 

cellulaire Caco-2.  
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Ces résultats sont corroborés dans une primo-culture de GBM, cultivée à 3% d’O2 

(pression partielle en oxygène où l’expression d’AC133/1 est la plus importante). La DFO, le 

FeNTA ainsi que le FeSO4 down-régulent l’expression d’AC133/1-CD133 (Figure 25). 
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Figure 25 : Effets de modulateurs du fer sur l'expression de CD133 dans une primo-culture 

de GBM cultivée à 3% d'O2, Test de Dunnett : * p<0.001, comparaison avec le contrôle  
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2. Un nouveau marqueur de radiorésistance : les 
microARN ? 
 

Parmi les molécules biologiques présentes au sein des CCTS lors de la mise en place 

des réponses cellulaires à la radiothérapie, les miARN pourraient exercer un rôle de témoins 

d’irradiation et/ou de régulateurs mécanistiques influençant la radiorésistance. Diverses 

études suggèrent déjà que les miARN sont des modulateurs importants de l’adaptation des 

CCTS dans le microenvironnement tumoral. D’une part, leur implication dans les réponses à 

l’hypoxie (Chen et al. 2010) et dans l’angiogénèse (Wurdinger and Tannous 2009) est 

avérée. D’autre part, des rôles des miARN dans le contrôle du comportement des cellules 

souches (Mallanna and Rizzino 2010) et plus particulièrement des CCTS (DeSano and Xu 

2009) ont été identifiés. La résistance des gliomes et plus particulièrement des CCTS à la 

condition environnementale « radiothérapie » (Bao et al. 2006) montre l’intérêt de 

comprendre le développement des GBM et le comportement des CCTS au regard de 

l’expression des miARN en réponse à la radiothérapie. 

Des études récentes ont mis en évidence un lien entre les irradiations et l’expression 

de miARN au sein de différents cancers (poumon, prostate, carcinome, glioblastome, 

pancréas) (Chaudhry et al. 2010; Josson et al. 2008; Shin et al. 2009; Shin et al. 2009; 

Wang et al. 2013; Wang et al. 2011; Wei et al. 2013) mais également dans des cellules non 

cancéreuses (cellules thyroïdiennes, cellules endothéliales, fibroblastes, lymphoblastes) 

(Cha et al. 2009; Cha et al. 2009; Nikiforova et al. 2011; Simone et al. 2009; Wagner-

Ecker et al. 2011). A l’heure actuelle, aucune étude concernant l’implication des radiations 

ionisantes sur l’expression de miARN n’a été démontré dans des cellules primaires de GBM. 

En effet, il est quasi impossible de récupérer des prélèvements issus de patients ayant subi 

des irradiations. 

 

 

2.1. Établissement d’une collection de CCTS de glioblastome 
 

C’est pourquoi, une collection de CCTS a été réalisée à partir d’exérèse de GBM de 

patients du CHU d’Angers et du CHU de Poitiers. Après récupération des prélèvements 

d’exérèse de patients, les cellules sont cultivées sous forme de neurosphères flottantes dans 

un milieu permettant la sélection des CCTS (milieu contenant de l’EGF, du bFGF, de 

l’héparine ainsi que des additifs nécessaires B27 et N2). Ces cellules sont également 

soumises à deux pressions partielles en oxygène : 21 et 3% d’O2. Pour s‘assurer que nos 

cellules sont bien des CCTS, différents tests in vitro et in vivo sont en amont investigués. 

Les cellules sont caractérisées au niveau de leur expansion clonale sous forme de 

sphéroïdes, l’expression de marqueurs associés aux CCTS (CD133, CXCR4, Nestine, Sox2, 

Oct4), leur capacité à exprimer après déplétion en facteur de croissance des marqueurs de 
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différenciations neuraux est également étudiée (GFAP, β-3-tubuline, O4) ainsi que leur 

capacité à former des tumeurs chez la souris immunodéprimée (Figure 26).  
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Figure 26 : Mise en culture et caractérisation des CCTS de GBM 

 

 

Notre collection de CCTS de GBM est constituée de 12 patients, et les cellules issues 

de l’exérèse de chaque patient sont cultivées aux deux pO2 précédemment décrites. Pour 

étudier l’impact de la radiothérapie sur l’expression des miARN, deux types de radiothérapie 

ont été investigués : la radiothérapie externe et la radiothérapie interne. Pour pouvoir 

comparer l’effet de la radiothérapie sur l’expression des miARN, des échantillons des 

patients ne subiront aucune radiothérapie, ce qui permettra d’avoir le niveau ‘basal’ des 

miARN. Cette analyse a pour but de déterminer des profils d’expression de miARN en 

réponse à des traitements radio-thérapeutiques (externes et internes) in vitro. 
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2.2. Exposition des cellules à deux types de radiations 

2.2.1. Radiothérapie externe : Rayons X 

 

Les cellules sont par la suite exposées à deux types de radiations. Il y a, d’une part, la 

radiothérapie externe qui consiste à l’émission d’un faisceau de rayons créé par un 

accélérateur de particules. Les irradiations externes des cellules, réalisées à l’Institut de 

Cancérologie de l’Ouest d’Angers et au CHU de Poitiers, nécessite l’utilisation d’un 

accélérateur linéaire Clinac® 2100C/D. Une seule dose, 4 Gray, a été initialement choisie 

pour ne pas multiplier les conditions. Après cette irradiation, les cellules ont été récupérées 

à deux temps : un temps précoce, 4 heures, et un temps un peu plus tardif, 24 heures. 

 

 

2.2.2. Radiothérapie interne : Nanocapsules lipidiques de Rhénium 188 (188Re-NCLs) 
 

 Le deuxième type de radiothérapie est la radiothérapie interne qui va utiliser des 

nano-objets de 188Re-NCLs, formulation qui est déjà au point au sein de notre unité 

(Vanpouille-Box et al. 2011). Le principe de formulation des 188Re-NCLs consiste à 

l’encapsulation au cœur de la NCL d’un radio-pharmaceutique. Pour pouvoir réaliser 

l’encapsulation, une première étape est nécessaire pour permettre l’obtention d’un 

complexe lipophile [188Re (PhCS3)2(PhCS2)]. Ce complexe est réalisé en deux étapes, la 

première consiste à l’ajout de sodium gluconate au 188Re-perrhenate (188ReO4
-), cet 

intermédiaire [188ReO(gluc)2
-] est par la suite chélaté par un ligand labile, le dithiobenzoate 

de sodium (PhCS2H). Le complexe est par la suite ajouté aux autres composants des NCLs 

et les cycles de chauffage/refroidissement sont par la suite réalisés comme pour une 

formulation classique (décrit précédemment dans l’introduction). Ces 188Re-NCLs ont été mis 

en contact avec les cellules pendant 2 heures à la concentration de 200 µg/mL soit une 

activité de 540 kBq/mL. Les cellules ont été récupérées 3 heures et 23 heures, après les 2 

heures d’incubation avec les 188Re-NCLs. 

 

 

2.3. Extractions des miARN 
 

Les extractions des ARN totaux de chaque échantillon ont été réalisées à l’aide du kit 

«mirVana™ miRNA Isolation Kit». Les extractions se réalisent de la manière suivante : les 

cellules sont tout d’abord lavées avec du PBS (Phosphate Buffer Saline) puis lysées à l’aide 

de deux solutions. Une extraction organique avec de l'acide phénol/ chloroforme est ensuite 

réalisée. La phase aqueuse est ensuite déposée sur un filtre qui est par la suite lavé avec 

différentes solutions. Pour finir, une élution est réalisée grâce à une solution d’élution. 
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2.4. Analyse des données 
 

L’analyse des données est ensuite réalisée par à la plate-forme Génomique Santé de 

Biogenouest par l’UMR CNRS 6061 de Rennes. Seuls les ARN de bonne qualité, c'est-à-dire 

avec une concentration comprise entre 50 et 100 ng/µL, un ratio 260/230>1,8 et un RIN>7 

(RNA Integrity Number) seront analysés sur puces «Agilent Human miRNA 8x60K». Ces 

lames contiennent des miARN humains et viraux issus de la base de données de miRBase 

16.0 (Sanger). L’ARN total de chaque échantillon sera marqué et hybridé selon les 

recommandations du fabricant, puis les données d’expression brutes seront obtenues après 

lecture des lames et la quantification des signaux se fera par le logiciel Feature Extraction 

(Agilent). Les données brutes seront par la suite normalisées à l'aide du logiciel GeneSpring 

GX (Agilent) afin de prendre en compte la variabilité intra-lame et la variabilité inter-lame. 

Les données seront filtrées afin d’éliminer les mesures de moindre qualité ou de faible 

répétabilité et de limiter le nombre de données manquantes. Chaque ‘patient’ à une pO2 

donnée possède cinq échantillons : non traité, 4 Gy-4 heures, 4 Gy-24 heures, 188Re-NCLs-3 

heures, 188Re-NCLs-23 heures (Tableau 3). Des tests de comparaison de moyennes pour 

données appariées (test t de Student ou test de Wilcoxon) seront utilisés pour identifier les 

miARN dont l’expression est modifiée par la radiothérapie interne ou externe et d’évaluer 

l’impact de l’environnement oxique sur la modulation par la radiothérapie de l’expression 

des miARN. La prise en compte de la multiplicité des tests sera assurée par le contrôle du 

FDR (False Discovery Rate, méthode de Benjamini-Hochberg). 

 

 

 

Patients Nombre d’échantillons 

3% O2 n = 12 

3% O2 4 Gy-4 heures n = 12 

3% O2 4 Gy-24 heures n = 12 

3% O2
 188Re-NCLs-3 heures n = 12 

3% O2 
188Re-NCLs-23 heures n = 12 

21% O2 n = 12 

21% O2 4 Gy-4 heures n = 12 

21% O2 4 Gy-24 heures n = 12 

21% O2 
188Re-NCLs-3 heures n = 12 

21% O2 
188Re-NCLs-23 heures n = 12 

Tableau 3 : Récapitulatif des différents échantillons 
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 Les résultats de cette étude doivent permettre de mettre en évidence, les miARN 

exprimés en réponse aux radiations (Figure 27).  
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Figure 27 : Schéma représentant le travail sur la mise en évidence de miARN impliqués 

dans la radiorésistance 

  

 

 La valorisation du travail devrait pouvoir s’exprimer rapidement de deux façons : par 

la valorisation scientifique et par la valorisation industrielle. Au moins une publication 

Angers-Poitiers-Rennes sur la régulation de miARN par les radiothérapies doit émerger avec 

un comparatif entre radiothérapies interne/externe et normoxie/hypoxie. La possibilité de 

définir une base pronostique ou théranostique en revenant sur la clinique des patients 

traités par radiothérapie et le profil des miARN répondant à la radiothérapie in vitro peut 

aussi aboutir au dépôt de brevets basé sur l’expression de miARN spécifiques ou sur des 

variations de ratio d’un miARN par rapport à un autre (constituant des facteurs prédictifs ou 

influençant le choix d’une thérapie). A noter que dans les modèles animaux, la radiothérapie 

interne vectorisée s’est montrée supérieurement bénéfique à la radiothérapie externe. Un 

impact direct sur des miARN à ce niveau pourrait avoir une signification particulière. 

  

 Notre étude serait un complément d’une étude réalisée à Grenoble, qui s’est 

intéressée à identifier les niveaux d’expression de 282 miARN dans des oligodendrogliomes, 
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des GBM et des tissus cérébraux sains. Cette étude a mis en évidence que 26 miARN étaient 

dérégulés au sein de ces pathologies (Lages et al. 2011).  

 

 Des études concernant l’impact des miARN et de la radiothérapie au sein de certains 

cancers ont déjà été réalisées. De nombreuses études ont été investiguées sur les miARN 

en réponse à la radiothérapie dans les cancers du poumon à petites cellules. Une étude a 

été réalisée sur 30 patients atteints d’un cancer du poumon à petites cellules, certains étant 

sensibles et d’autres résistants au traitement par radiothérapie. Cette étude a révélée la 

surexpression, par l’induction de la radiothérapie, de miR-126 qui inhibe la croissance 

tumorale des cellules et induit l’apoptose cellulaire (Wang et al. 2011). MiR-9 et let-7g 

pourraient quant à eux améliorer l’efficacité de la radiothérapie dans ce cancer (Arora et al. 

2011), tout comme miR-34b (Balca-Silva et al. 2012). Un autre miARN, miR-214, a été mis 

en évidence comme modulant la réponse à la radiothérapie (Salim et al. 2012). Plus 

récemment, c’est l’expression de miR-210 qui a été décrite comme étant augmentée suite à 

la radiothérapie (Grosso et al. 2013). 

Dans les cancers humains gastriques, ce sont miR-221 et miR-222 qui ont été mis en 

évidence comme des régulateurs positifs de la radiosensibilité (Chun-Zhi et al. 2010). MiR-

302 est quant à lui sous-régulé dans les cellules cancéreuses du sein irradiées (Liang et al. 

2012).  

 Notre travail est donc axé sur le même genre d’étude dans le GBM, pour permettre 

de mettre en évidence les miARN répondent à la radiothérapie pour pouvoir par la suite agir 

dessus. 
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Chapitre II : Développement de nanomédecine permettant le 
ciblage d’AC133/1 et de miARN  
 

1. Immunonanociblage de l’épitope AC133/1 

 

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que l’expression d’AC133/1 était un 

signe de mauvais pronostic d’évolution de la tumeur dans nos modèles. De ce fait, le ciblage 

de l’épitope AC133/1 par l’utilisation des nanomédecines, peut être une stratégie 

thérapeutique intéressante dans le cas des GBM.  

 

La possibilité de cibler des cellules dans le cerveau de rat, a dans un premier temps 

été testé avec des anticorps OX26 couplés à des liposomes contenant un agent 

antinéoplasique, la daunomycine. L’anticorps a dans un premier temps était thiolé, puis 

greffé à des liposomes pegylés. L’utilisation de ces immunoliposomes a permis d’augmenter 

l’action du médicament (Huwyler et al. 1996). Par la suite, la surface des nanocapsules 

lipidiques (NCLs) a été modifiée par greffage du même anticorps (Beduneau et al. 2008). 

Cette étude consistait à post-insérer dans la coque de la NCL, un polymère bifonctionnel, le 

DSPE-PEG-maléimide (Perrier et al. 2010) couplé à des anticorps thiolés. Dans ce cas, la 

méthode de thiolation, c'est-à-dire l’ajout d’une fonction thiol sur les fonctions hydroxyles 

libres des sucres des immunoglobulines, est réalisé grâce au 3-(2-Pyridyldithio)propionyl 

hydrazide (PDPH). Cette méthode est coûteuse puisque le DSPE-PEG-maléimide, utilisé en 

excès, est une molécule onéreuse ; de plus de nombreuses étapes de purification sont 

nécessaires tout au long de la synthèse. 

 

Dans ce chapitre, des immuno-nanocapsules ont été synthétisées. Cette méthode de 

synthèse a été modifiée au niveau de l’étape de thiolation en utilisant le réactif de Traut qui 

réagit avec les amines primaires et produit un groupement sulfhydryle sur l’anticorps. Cette 

nouvelle méthode, utilisant moins de DSPE-PEG-maléimide, doit permettre l’obtention 

d’immuno-nanocapsules permettant de cibler les cellules exprimant l’épitope AC133/1 à leur 

surface. Ces immuno-nanocapsules ont été par la suite évaluées dans un modèle cellulaire 

d’adénocarcinome humain exprimant constitutivement AC133/1. 
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Ce chapitre montre la possibilité de réaliser la synthèse d’immuno-nanocapsules 

capables de reconnaître les cellules AC133/1 en utilisant le réactif de Traut pour l’étape de 

thiolation. La méthode retenue comporte deux étapes : d’une part, la synthèse des lipo-

immunoglobulines par incubation de l’anticorps thiolé et du DSPE-PEG-maléimide, et d’autre 

part, la post-insertion des lipo-immunoglobulines à la surface des NCLs de 100 nm. Après 

une étape de purification, des immuno-nanocapsules aux caractéristiques suivantes sont 

obtenues : une taille monodisperse d’environ 150 nm, un potentiel zêta de -20 mV et la 

présence d’environ 40 anticorps par NCL.  

 

Pour la preuve de concept, les cellules utilisées sont des cellules indifférenciées 

humaines d’adénocarcinome de colon Caco-2 exprimant de manière constitutive AC133/1. 

Des tests in vitro ont permis de confirmer la spécificité des immuno-nanocapsules à 

reconnaître l’épitope. Cette spécificité est très importante dans les stratégies 

thérapeutiques, car ce vecteur pourrait être combiné à un agent chimiothérapeutique, ce 

qui permettrait d’avoir la double activité : spécificité et activité sur des cellules qui 

possèdent l’épitope AC133/1. 

 
 Par contre, l’internalisation de ces immuno-nanocapsules n’est pas réalisable dans 

les cellules Caco-2, ceci pouvant s’expliquer par les caractéristiques physico-chimiques de la 

particule : par la taille de la particule, mais également par la charge négative de celle-ci qui 

peut créer des interactions avec le compartiment extracellulaire. Une internalisation de la 

particule n’est peut être pas forcément nécessaire. En effet, les effets de différents 

anticancéreux encapsulés à l’intérieur de la NCL ont été démontrés (e.g. paclitaxel (Garcion 

et al. 2006; Roger et al. 2009), etoposide (Lacoeuille et al. 2007) et radio-pharmaceutiques 

(Allard et al. 2008; Vanpouille-Box et al. 2011)). Une combinaison entre ces immuno-

nanocapsules et l’encapsulation d’agents anticancéreux diffusibles pourraient être 

envisagée. Cette combinaison permettrait après fixation de l’immuno-nanocapsule, de « 

libérer » l’agent anticancéreux pour qu’il puisse agir. Ces immuno-nanocapsules pourraient 

par la suite être administrées in vivo en locorégional par simple diffusion ou convection. En 

effet, au cours du ciblage actif, le vecteur fonctionnalisé va se lier à une protéine ou à un 

récepteur membranaire exprimé spécifiquement sur les cellules cibles, afin d’être 

internaliser et de libérer le principe actif à l’intérieur de la cellule tumorale. De plus en 

périphérie, l’effet EPR, observé dans différents cancers humains comme le cerveau, le foie, 

le rein et le poumon (Maeda et al. 2000), permettrait une accumulation passive des 

nanovecteurs dans les tissus tumoraux (Liu et al. 2006; Matsumura and Maeda 1986). 

 

  

 



Chapitre II 

 Griveau Audrey | « Locked Nucleic Acid » nanovectorisés  

pour la répression de microARN impliqués dans la radiorésistance des cellules de glioblastome   92 

2. Complexation d’acides nucléiques aux NCLs 

2.1. Complexation de l’ADN plasmidique ou de siARN aux NCLs 

 
 L’utilisation de l’ADN plasmidique ou des siARN pour des stratégies thérapeutiques 

est empêchée par des problèmes liés à leurs efficacités et à leurs délivrances. Pour 

améliorer ces problèmes, les acides nucléiques ont donc besoin d’atteindre les 

compartiments subcellulaires tels que le noyau pour l’ADN plasmidique et le complexe RISC 

situé dans le cytoplasme pour les siARN. Pour cela, plusieurs barrières tissulaires et 

cellulaires devront être franchies, et plus particulièrement l'absorption intracellulaire qui est 

très nettement déjouée par la charge négative et l’hydrophilie des acides nucléiques (Lam 

et al. 2012), par la capacité d’échappement à l’endolysosome (El Ouahabi et al. 1997) et 

par leur sensibilité à la dégradation par les nucléases (Kawabata et al. 1995).  

 

Une des possibilités investiguée est la fonctionnalisation de la surface des NCLs par 

l’utilisation de peptides L1 dérivés de papillomavirus. En effet, des résultats de microscopie 

électronique ont montré la capacité que les peptides dérivés de papillomavirus humains ont 

à former des interactions avec de l’ADN circulaire ou linaire (Bousarghin et al. 2002). En 

effet, ces peptides possèdent une affinité pour les héparanes sulfates et sont surtout 

capables de se combiner aux acides nucléiques (Bousarghin et al. 2003; Bousarghin et al. 

2003; Bousarghin et al. 2004; Bousarghin et al. 2002; Bousarghin et al. 2009). L’ancrage 

du peptide à la NCL se fait grâce à une solution de DSPE-PEG-maléimide, la fonction 

maléimide du surfactant se greffe à la fonction cystéine du peptide. Deux types de 

méthodes ont été testés pour formuler ce nouvel outil :  

- la méthode 1 consiste à formuler dans un premier temps des NCLs de 50 nm, d’y insérer 

par la suite le DSPE-PEG-maléimide au niveau de la coque de la NCL, puis de conjuguer le 

peptide 

- la méthode 2 est basée sur la synthèse d’un monomère de lipopeptides (DSPE-PEG-

maléimide + peptide) puis de post-insérer le tout dans la coque de la NCL de 50 nm. 

 

 Le choix de la méthode a été fonction des caractéristiques physico-chimiques du 

nano-objet ainsi que de sa capacité à être internalisé au sein de cellules. Par la suite, ce 

nouvel outil caractérisé a été testé fonctionnellement en présence d’ADN plasmidique et de 

siARN spécifiques.  
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Le but de ce travail a été de réaliser la synthèse de nanocapsules lipidiques capables 

de véhiculer des acides nucléiques grâce à l’utilisation d’un peptide dérivé de 

papillomavirus. La nanocapsule retenue de par ses caractéristiques physico-chimiques et sa 

capacité à être internalisée dans les cellules est synthétisée de la manière suivante. Un 

lipopeptide (c’est à dire la mise en incubation d’un peptide et d’une solution de DSPE-PEG-

maléimide) est synthétisé, puis celui-ci est post-inséré sur une NCL de 50 nm de diamètre. 

Cette méthode de synthèse se révèle avantageuse : le nombre de peptide greffé par NCL 

est considérablement augmenté, son potentiel zêta est dépendant de la charge du peptide 

post-inséré, l’utilisation du DSPE-PEG-maléimide est réduit. Cette fonctionnalisation de la 

NCL permet d’obtenir une surface biomimétique des propriétés des peptides greffés. De 

plus, même modifiées les NCLs présentent une bonne capacité à être internalisées dans les 

cellules (Paillard et al. 2010) (entre 70 et 80%).  

 

La première validation de ce nouveau nano-objet a été réalisée avec de l’ADN 

plasmidique. La formation de ce complexe a été caractérisée physico-chimiquement puis a 

été testée biologiquement sur une lignée de GBM, les U87MG. Les résultats montrent que 

l’ADN plasmidique porté par des NCLs fonctionnalisées n’ait pas capable d’atteindre le noyau 

cellulaire. Suite à ces résultats, les NCLs fonctionnalisées ont été complexées avec des 

siARN. Par la suite, des études étudiant l’impact de siARN spécifiques de deux cibles 

moléculaires ont été investiguées : i) sur l’expression de la protéine CD133 dans les cellules 

Caco-2 (Platet et al. 2007) et ii) sur l’expression de la protéine Bcl-2 dans les cellules 

U87MG. 

 

En ce qui concerne la protéine CD133, son expression est réduite lorsque le siARN 

est combiné à un agent de transfection commercial (le N-TER peptide) ou aux NCLs 

fonctionnalisées. Par contre, une réduction de l’expression de la protéine Bcl-2 n’est 

présente que lorsque le siARN est complexé aux NCLs fonctionnalisées. La différence de 

mécanismes entre ces deux cibles moléculaires peut s’expliquer par les voies d’endocytose 

empruntées par les NCLs fonctionnalisées d’une part et par l’agent de transfection 

commercial d’autre part (Torchilin 2009).  

 

Ce travail a mis en évidence le développement d’un nano-objet fonctionnalisé à sa 

surface par un peptide dérivé de papillomavirus, qui peut représenter un outil pour la 

délivrance de siARN. Ce nouvel nano-objet peut également être combiné à l’action d’agents 

chimio/radiopharmaceutiques. 
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2.2.  Complexation avec des Locked Nucleic Acid 
 

Un nouvel outil a précédemment été développé et caractérisé pour sa capacité à 

véhiculer des petits acides nucléiques de type, siARN. Dans le contexte du développement 

de nouvelles approches pour le ciblage spécifique des voies de miARN impliqués dans la 

radiorésistance des GBM, l’utilisation de ce nouveau nano-objet semble intéressante pour 

délivrer des leurres oligonucléotides antisens qui interfèrent avec les oncomiRs (Broderick 

and Zamore 2011). Différentes molécules sont actuellement sur le marché, mais notre choix 

s’est tourné vers les Locked Nucleic Acid (LNA), des analogues d’acides nucléiques 

présentant un pont méthylène entre le 2’O et le 4’C du ribose, capables de se lier de 

manière quasi-irréversible au miR, une résistance accrue aux exo et endonucléases ainsi 

qu’une inhibition constitutive de l’activité du miARN (Kurreck et al. 2002; Stenvang and 

Kauppinen 2008), mais où il n’existe pas d’endocytose ni d’efficacité de LNA libres. 

 

En nous focalisant sur trois miARN (miR-21, miR-210 et miR-221) décrits comme 

étant des oncomiRs dans le GBM, la transposition de cet objet pour véhiculer des LNA 

spécifiques a été investiguée dans une lignée humaine de GBM, les U87MG. L’impact de 

cette nanomédecine sur la radiosensibilisation des cellules est également étudié. 
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Supplemental Figure 1.Gel retardation assay of LNAs with ethidium bromide. 
Different complexes were formed between native LNCs and LNAs, L1-LNCs and
LNAs as well as CP-LNCs and LNAs. LNA amount was the same in each well: 600
ng. LNC concentration increases from 6, 7.5 to 9 µg/µL in each well.

Supplemental Figure 2.RTqPCR analysis of miRNA silencing in U87MG cells 
after treatment with LNA control, LNA21 and LNA210 in distinct formulations (N-
TER, L1-LNCs and CP-LNCs). A) miR-21 expression after 24 hours. B) miR-21 
expression after 72 hours. Data are normalized with respect to RNU24 and were 
obtained from three independent experiments (n=3). Dunnett’s test: *p<0.05 and 
**p<0.01, comparison with untreated control cells.
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Le but de ce travail est l’inhibition par un nanovecteur de miARN spécifiques 

exprimés dans le GBM. Le nanovecteur que l’on a utilisé est la nanocapsule lipidique 

fonctionnalisée à sa surface par un peptide dérivé d’un papillomavirus. 

 

 Initialement, l’étude de trois miARN (miR-21, miR-210 et miR-221) décrits comme 

étant impliqués dans le GBM fut envisagée dans notre modèle U87MG en culture adhérente. 

En effet, les rôles de miR-21 et de miR-221 ont été démontrés dans les GBM (Malzkorn et 

al. 2010; Novakova et al. 2009; Pang et al. 2009; Silber et al. 2009). Un autre miARN, 

induit par l’hypoxie (Huang et al. 2010), est également associé au GBM (Malzkorn et al. 

2010), et plus particulièrement à l’initiation tumorale (Huang et al. 2009). Ce travail focalisé 

sur des oncomiRs déjà décrits dans le GBM doit permettre d’étudier leur modulation 

négative par l’utilisation de LNA combinés à une nanomédecine. 

 

Les différentes validations ont permis de confirmer la possibilité de réaliser une NCL 

fonctionnalisée complexée à un LNA. Des améliorations sur ce vecteur peuvent être 

envisagées comme la réduction de la quantité de peptides à la surface des NCLs pour 

permettre aux LNA une meilleure libération au niveau des cellules (Tarahovsky et al. 2004). 

La complexation entre le LNA et les NCLs fonctionnalisées peut, peut être, par une stabilité 

du complexe permettre d’atteindre la machinerie miARN intracellulaire (Raouane et al. 

2012). 

 

Basé sur des expérimentations de RTqPCR, deux miARN ont été mis en évidence 

dans notre lignée de GBM : miR-21 et miR-210. Le potentiel du complexe NCL 

fonctionnalisée et LNA spécifique de miARN donné a été investigué. Aucun impact sur 

l’expression de miR-210 n’a été observé quel que soit le type de formulation testé. 

L’inhibition de l’expression de miR-21 est réalisable lorsque son LNA spécifique est combiné 

à un agent de transfection commercial ou aux NCLs fonctionnalisées avec le peptide L1. Une 

cinétique de l’expression de miR-21 en fonction de ces deux types de formulations a été 

réalisée. Ces résultats montrent deux profils de cinétique différents, avec une action de 

l’agent commercial plus transitoire contrairement aux NCLs fonctionnalisées avec le peptide 

L1. La différence de mode d’action peut s’expliquer par leurs propriétés à l’échappement 

endolysosomal (Paillard et al. 2010) ou par le contournement à la « multidrug resistance » 

(Garcion et al. 2006).  

 

MiR-21 a été mis en évidence comme étant impliqué dans la croissance tumorale in 

vivo (Ji et al. 2010). L’inhibition de miR-21 ayant été réalisée par les NCLs fonctionnalisées, 

une combinaison de cet objet au traitement conventionnel a été investiguée. La formation 

du complexe entre le LNA21 et les NCLs fonctionnalisées sensibilise les cellules à la 
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radiothérapie, en effet, la combinaison des traitements dans le sens inverse n’a aucun effet 

sur la viabilité cellulaire. 

 

Ce travail a mis en évidence le développement d’un nouvel outil capable de véhiculer 

des leurres oligonucléotides inhibant l’expression de miARN, les LNA. La combinaison de cet 

outil à la radiothérapie externe s’est révélée comme étant un atout majeur pour pallier la 

radiorésistance des cellules de GBM. 
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Chapitre III : Expérimentations in vivo testant la 
combinaison du nano-objet complexé aux LNA et aux 
irradiations externes 
 

 La stratégie de combinaison entre les LNA complexés aux NCLs fonctionnalisées et 

l’irradiation externe ayant montré des résultats intéressants in vitro, le passage au in vivo a 

donc été envisagé.  

 

 

1. Implantation des cellules de glioblastome par 
stéréotaxie 

 

La stéréotaxie est une technique utilisée en neurochirurgie pour atteindre des zones 

du cerveau de manière précise, elle permet de définir la position d’une structure grâce à un 

système de coordonnées dans les trois plans de l’espace. Cette technique va nous permettre 

d’injecter les cellules tumorales dans le cerveau de l’animal, et plus particulièrement dans le 

striatum droit.  

 

L’injection des cellules tumorales en intracérébrale s’effectuera par stéréotaxie sous 

anesthésie générale. Cette anesthésie générale est réalisée par injection par voie intra-

péritonéale aux animaux d’un mélange d’un anesthésique la Kétamine (ClorkétamTM, 10 

mg/kg) et d’un analgésique la Xylazine (RompunTM, 50 mg/kg). Ce protocole est réalisé en 

normothermie en 30 minutes.  

 

Dans un premier temps, la souris (souris SCID femelles, 20 g, 8 semaines) est 

placée sur un cadre de stéréotaxie et une incision sur le dessus de la tête est réalisée à 

l’aide d’un scalpel (Figure 28). Une craniotomie de 2 mm de diamètre est réalisée aux 

cordonnées souhaitées (0,5 mm vers le nez de l’animal, 2 mm vers la droite par rapport à 

un point : le bregma ; et 3 mm en profondeur).  

  

Ensuite, 5 µL de suspension cellulaire contenant 50 000 cellules U87MG sont injectés 

à l’aide d’une seringue Hamilton à un débit de 1 µL par minute. Un temps d’attente, après 

l’injection, est nécessaire pour éviter un reflux de la suspension cellulaire, puis l’aiguille est 

remontée doucement à raison de 0,5 mm par minute. L’incision est par la suite refermée 

avec quelques points de sutures. 
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Figure 28 : Exemple d’une souris Nude placée sur un cadre de stéréotaxie 

 

 

 

2. Injection des NCLs complexés à des Locked Nucleic Acid 
(LNA) par la méthode de CED 

 

Cinq jours après implantation des cellules, les différents traitements sont administrés 

au niveau locorégional par application d’un gradient de pression (« Convection Enhanced 

Delivery » ou CED) grâce à une seringue Hamylton reliée à une pompe automatique selon le 

débit de 0,5 µL/min pour un volume total de 20 µL (Figure 29). Au préalable de cette 

injection, une anesthésie générale (un mélange de : Kétamine, 10 mg/kg et de Xylasine, 50 

mg/kg) est réalisée sur les animaux par voie intra-péritonéale.  

 

 Avant l’injection des différents traitements, des mesures d’osmolarité et de pH de 

nos différents traitements ont été réalisées. 

 

 

 

                            

 

 

 

 

 

Figure 29 : Principe de la ‘Convention Enhanced Delivery’ 

 

 

 

Striatum 
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3. Irradiations externes des animaux 
 

Deux jours après l’administration des traitements, les animaux subissent des 

irradiations externes réalisées par un irradiateur petit animal XRAD à 225 kVp situé à 

l’Institut de Cancérologie de l’Ouest de Nantes. L’avantage de ce système est la capacité de 

l’appareil à cibler une zone particulière de l’animal, dans notre cas, le cerveau (Figure 30). 

 

 

             

Figure 30 : Imagerie d’un cerveau de souris par l’XRAD 

 

 

Des tests préliminaires ont été réalisés en amont pour évaluer la tolérance des 

animaux à différentes doses d’irradiations : 2, 4 et 6 Grays. Les animaux ont survécus à 

toutes les doses. 

 

 

4. Protocole 1 : Étude de l’efficacité du traitement combiné 
à une irradiation  

 
Un premier type de protocole a été mis en place suivant le chronogramme présenté 

en figure 31. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Chronogramme représentant le protocole 1 

 J0  J5 

50000 cellules Femelle SCID 
8 semaines 

CED  

 J7 

Irradiation 
4Gy 

IRM IRM 



Chapitre III 

 Griveau Audrey | « Locked Nucleic Acid » nanovectorisés  

pour la répression de microARN impliqués dans la radiorésistance des cellules de glioblastome   122 

Au cours de ce premier protocole, différents traitements ont été administrés aux 

animaux à J5, et par la suite ces animaux ont été irradiés à 4 Grays. 

  

Voici les différents groupes d’animaux : 

- Groupe 1 : cellules + PBS, n = 5 

- Groupe 2 : cellules + PBS + Irradiation, n = 5 

- Groupe 3 : cellules + LNA21 + Irradiation, n = 5 

- Groupe 4 : cellules + LNA210 + Irradiation, n = 5 

- Groupe 5 : cellules + LNA control + Irradiation, n = 5 

- Groupe 6 : cellules + L1-NCL + Irradiation, n = 5 

- Groupe 7 : cellules + L1-NCL-LNA21 + Irradiation, n = 5 

- Groupe 8 : cellules + L1-NCL-LNA210 + Irradiation, n = 5 

- Groupe 9 : cellules + L1-NCL-LNA control + Irradiation, n = 5 

 

Les LNA seuls ont été administrés à une concentration de 5 nmol/kg d’animaux. En 

ce qui concerne, les LNA complexés aux L1-NCLs, la concentration correspond à celle qui a 

permis d’obtenir une efficacité in vitro, ce qui revient à 1 nmol/kg. A noter que le numéro 

indiqué à la suite du LNA correspond au miARN ciblé. 

 

 

Les conclusions que l’on peut extraire de ce travail sont les suivantes :  

 

- les animaux ont toléré l’administration par CED de notre nouvel nano-objet combiné aux 

LNA, 

- aucun effet de l’irradiation sur la survie des animaux, 

- pas d’effet ‘propre’ des LNA seuls à 5 nmol/kg, 

- les traitements L1-NCLs n’ont aucun effet sur la survie des animaux (Figure 32). 
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Figure 32 : Courbes de Kaplan Meier comparant les différents traitements administrés aux 

souris 

 

 

5. Protocole 2 : Étude de l’efficacité du traitement combiné 
à une irradiation fractionnée 

 

 Suite aux résultats obtenus, un deuxième protocole a par la suite été investigué en 

modifiant certains paramètres.  

 

 Une étude de 2008 a montré une réduction de l’expression de miR-122 par 

administration d’un LNA dirigé contre miR-122, chez les primates. Les doses de LNA 

utilisées sont comprises entre 1 et 10 mg de LNA/kg, ce qui correspond à une concentration 

comprise entre 3,2 et 32 nmol/kg (Elmen et al. 2008).  

 

 Pour ce second protocole, nous avons donc décidé d’avoir, pour tous les types de 

traitements, une concentration de LNA comprise entre les valeurs de l’étude d’Elmen, nous 

avons choisi d’administrer 5 nmol/kg de LNA. 

 

 La deuxième modification apportée au protocole est le passage à une irradiation en 

fractionnée avec une augmentation de la dose, à 6 Grays (Figure 33). Les animaux ont 

bien supporté l’augmentation de la concentration des LNA complexés aux L1-NCLs. 

Malheureusement, les animaux n’ont pas survécus aux irradiations fractionnées à 6 Grays. 
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Figure 33 : Chronogramme représentant le protocole 2 

 

 

 Les résultats que nous avons obtenus au niveau in vivo sont à améliorer et à 

approfondir. En effet, ces expérimentations démontrent la difficulté d’extrapoler les 

résultats obtenus in vitro au in vivo. Des améliorations sont à apporter au niveau de la 

cinétique d’irradiations mais également au niveau de la dose d’irradiation. 
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Discussion Générale et Perspectives 
 

 

Le GBM est un des cancers les plus dramatiques, puisque la moyenne de survie des 

patients est courte, ceci étant dû en grande partie aux échecs thérapeutiques (Bao et al. 

2006). En effet, à l’heure actuelle, les traitements ne sont que palliatifs et un des problèmes 

majeurs est l’apparition de résistances aux traitements. Pour pallier les problèmes de 

résistances, de nouvelles thérapies doivent être envisagées et développées de manière à 

obtenir des thérapies plus efficaces au travers la mise en évidence de nouvelles cibles ; ou 

alors les traitements actuels doivent être améliorés en conséquence, au vue de la mise en 

évidence de nouvelles cibles. L’objectif de ma thèse est d’étudier la pertinence du ciblage 

thérapeutique de deux marqueurs de radiorésistance dans le GBM : l’épitope AC133/1 et 

certains microARN. 

 

Le premier chapitre de la thèse s’est donc interrogé sur la signification de l’expression 

de ces marqueurs au sein des GBM. 

 

 

1. Études de deux marqueurs de radiorésistance au sein 
des glioblastomes  

1.1.  L’épitope AC133/1 de la protéine CD133 

1.1.1.  Impact du microenvironnement tumoral sur l’expression d’AC133/1 
 

 

Les cellules cancéreuses de type souche (CCTS) sont des cellules capables d’initier des 

tumeurs résistantes aux thérapies (Bao et al. 2006). Il parait donc possible que les CCTS 

soient définies comme une cible importante à prendre en compte pour développer de 

nouvelles stratégies thérapeutiques dans le cas du GBM. Depuis plusieurs années, des 

études ont été menées sur les CCTS et ont permis d’identifier la présence de différents 

marqueurs associés à ces CCTS, dont la protéine CD133 auquel est associé l’épitope 

AC133/1 (Liu et al. 2006).  

 

Une première partie s’est donc intéressée à étudier le lien entre l’expression 

d’AC133/1, la pression partielle en oxygène et l’agressivité tumorale. Nous avons montré 

que des primo-cultures de GBM humains, cultivées dans des conditions hypoxiques (3% 

d’O2), permettent l’expression d’AC133/1, cette expression est quasi inexistante à 21% 

d’O2. Les injections, par stéréotaxie, de ces deux types de sous-populations, les cellules 
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AC133/1-positives et les cellules AC133/1-négatives, dans le cerveau de souris 

immunodéprimées donnent naissance à des tumeurs de phénotypes différents.  

 

Les GBM sont des tumeurs hautement vascularisées et représentent donc une cible 

intéressante dans les traitements anti-angiogéniques (Jain et al. 2007). En effet, des études 

ciblant des molécules induisant l’angiogénèse ont déjà été effectuées, c’est le cas de celles 

réalisées sur le VEGF qui est reconnu comme étant un stimulateur de l’angiogénèse 

(Carmeliet and Jain 2000). L’inactivation du VEGF, par blocage de son récepteur VEGFR-2, a 

été réalisée par l’utilisation d’un anticorps monoclonal, le bevacizumab, commercialisé sous 

le nom d’Avastin®. L’action de cet anticorps est en partie liée à l’hypoxie générée au sein de 

la tumeur. L’Avastin®, utilisé dans le traitement de différents cancers (Jubb and Harris 

2010), est l’un des premiers anticorps à avoir reçu l’accord de la FDA (Food and Drug 

Administration) dans le cas des traitements des GBM (Lai et al. 2011). Mais 

malheureusement, les résultats obtenus sur des patients traités avec l’Avastin®, n’ont pas 

donnés de résultats concluants, puisque l’apparition de récidives est toujours présente. 

Différents modèles montrent que ce traitement, seul ou en association avec de la chimio ou 

de la radiothérapie, inhibe la croissance tumorale en induisant le rétablissement de la 

balance entre les facteurs pro-angiogéniques et les facteurs anti-angiogéniques et en 

diminuant l’hypoxie tumorale. Ce phénomène d’hypoxie induit, dans les GBM, un 

échappement des cellules cancéreuses ainsi qu’une invasion du parenchyme (Keunen et al. 

2011).  

 

Au vue de nos résultats, les cellules AC133/1-positives pourraient donc jouer un rôle 

intéressant au sein de l’angiogénèse et être responsables des résistances envers les 

traitements anti-angiogéniques.  

 

 

1.1.2.  Fonction pour la protéine CD133 
 

Après avoir mis en évidence, le fait qu’AC133/1 est un marqueur de non exposition à 

des pO2 élevées et que l’expansion in vitro de CCTS à des pO2 non physiologiques entraîne 

après leur implantation in vivo la formation de tumeurs de phénotypes distincts de ceux 

obtenus à des pO2 physiologiques (Bourseau-Guilmain et al. 2012). Il nous est apparu 

pertinent de mieux comprendre la fonction membranaire de la protéine CD133 ; en effet, à 

l’heure actuelle, aucun rôle de la protéine CD133 au sein des GBM n’a été mis en évidence. 

C’est pourquoi, en tenant compte de la localisation d’AC133/1 au sein de protrusions 

membranaires, nous avons étudié son implication dans les échanges entre les milieux extra 

et intracellulaires.  
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En utilisant la stratégie siARN knockdown sur des cellules humaines Caco-2 

d’adénocarcinome de colon exprimant AC133/1-CD133 de manière constitutive, nous avons 

découvert une fonction pour AC133/1-CD133 dans l’accumulation intracellulaire de 

composés extracellulaires. AC133/1-CD133 a donc un effet majeur dans l’inhibition de 

l’endocytose de transferrine. La modulation de son expression est liée à l’accessibilité au 

récepteur de la transferrine à partir du compartiment extracellulaire. Nous avons également 

démontré que la supplémentation ou la déplétion en fer régule l’expression de CD133 au 

travers d’au moins deux mécanismes, les « iron responsive proteins » et les prolyl-

hydroxylases hydroxylant la sous-unité α d’HIF. Ce travail met en évidence un partenariat 

entre la protéine CD133, le récepteur de la transferrine et le fer ; dans lequel la protéine 

CD133 apparaît comme un intégrateur membranaire régulant le métabolisme du fer 

(Bourseau-Guilmain et al. 2011). La protéine CD133 apparaît donc comme une molécule 

dépendante de l’environnement cellulaire (Figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Schéma représentant les liens entre la protéine CD133, le métabolisme 

du fer et l’internalisation de la transferrine 
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En effet, différentes études mettent en évidence un lien entre la protéine CD133 et 

des modulateurs extrinsèques. Au sein de ces modulateurs, deux types existent : ceux qui 

vont favoriser le maintien de l’expression d’AC133/1-CD133 et donc privilégier les cellules 

AC133/1-positives ; et d’autres qui vont tendre à réduire l’expression d’AC133/1-CD133 et 

privilégier les cellules AC133/1-négatives. 

Le premier type de modulateurs, déjà précédemment évoqué, est l’hypoxie, favorisant 

l’expression de CD133 dans des cultures cellulaires (Bourseau-Guilmain et al. 2012; Platet 

et al. 2007). En effet, l’expression des cellules AC133/1-positives est maintenue en hypoxie 

par le bais d’un facteur de transcription HIF-1α. Deux autres molécules favorisent également 

les cellules AC133/1-positives, c’est le cas de la roténone et du bromure d’éthidium (Griguer 

et al. 2008). 

Des modulateurs, tendant à « entraîner » les cellules dans le compartiment des cellules 

AC133/1-négatives, existent. C’est le cas de la protéine BMP-4 (Bone Morphogenetic Protein 

4), régulée par l’hypoxie, qui réduit d’environ 50% le pool de cellules AC133/1-positives en 

induisant la différenciation des cellules souches (Piccirillo et al. 2006). Un autre modulateur 

de ces cellules peut être l’acide rétinoïque. L’action d’un des dérivés de l’acide rétinoïque 

encapsulé a été testé chez des rats atteints de GBM, cette étude a révélée une induction de 

la différenciation cellulaire des cellules tumorales (Yokosawa et al. 2010). L’acide rétinoïque 

permet donc de bloquer le comportement migratoire et invasif de la tumeur (Yung et al. 

1996). D’autres études ont montré que l’acide rétinoïque différenciait les cellules 

cancéreuses de type souche, il semblerait donc que l’acide rétinoïque induit des effets anti-

tumoraux ainsi que des effets anti-angiogéniques (Campos et al. 2010). 

Des études ont montré que CD133 était impliquée dans le métabolisme du glucose chez le 

rat (Yang et al. 2007), il serait donc intéressant d’étudier les interactions entre les 

transporteurs du glucose et la protéine CD133. En effet, CD133 ayant un impact sur 

l’internalisation du fer, il se pourrait donc qu’il y ait une mise en place de la glycolyse au 

détriment de la chaîne respiratoire. 

 

L’action de ces différents modulateurs pourrait également être utilisée pour le 

passage d’un compartiment cellulaire à un autre, en effet les cellules AC133/1-positives 

sont des cellules radiorésistantes, il serait donc intéressant de les emmener vers un stade 

de cellules AC133/1-négatives plus sensibles aux différentes thérapies. 
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1.2.  Les microARN  
 
 Parallèlement à ces nouvelles imputations étiologiques cellulaires, la régulation de 

l’expression des gènes annexée par la découverte de miARN représente une piste de 

recherche dans la compréhension du développement tumoral, pour la mise en place de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans la littérature, différents microARN ont déjà été 

décrits comme étant impliqués dans le développement des GBM, c’est la cas de miR-21, 

miR-210, miR-221/222, miR-181a et miR-181b, miR-7, miR-128, miR-124 ou encore miR-

137 ... (Ciafre et al. 2005; Godlewski et al. 2008; Kefas et al. 2008; Novakova et al. 2009; 

Shi et al. 2008; Silber et al. 2008). Le traitement de base des GBM reste la radiothérapie 

associée à de la chimiothérapie, mais malheureusement des résistances à cette combinaison 

de traitements existent. C’est pourquoi, nous nous sommes demandé si des microARN 

n’étaient pas exprimés en réponse aux irradiations. En effet, des études ont déjà été 

menées sur l’expression de miARN en réponse à la radiothérapie dans certains cancers 

(Arora et al. 2011; Balca-Silva et al. 2012; Chun-Zhi et al. 2010; Grosso et al. 2013; Liang 

et al. 2012; Salim et al. 2012; Wang et al. 2011), mais aucune étude n’a été réalisé sur des 

GBM humains. 

 

C’est pourquoi, un travail réalisé à partie d’exérèses de 12 patients atteints de GBM, 

doit nous permettre d’établir un miRnome relatant l’expression d’un panel de miARN en 

réponse ou non à la radiothérapie. En effet, les miARN actuellement décrits comme étant 

surexprimés dans les GBM, ne sont pas forcément ceux qui peuvent être responsables des 

phénomènes de radiorésistance. L’effet de miR-181a a été mis en évidence dans la 

radiosensibilisation des cellules U87MG par le ciblage de Bcl-2 (Chen et al. 2010). Ce travail 

est important car une étude réalisée dans un type de cancer n’est pas extrapolable aux 

autres cancers. C’est le cas de miR-95, qui entraîne la radiorésistance des cellules de 

différents cancers en ciblant la sphingolipide phosphatase SGPP1 (Huang et al. 2013) mais 

qui est sous-régulé dans le GBM (Li et al. 2013).  

 

Des études récentes ont montré que les miARN pouvaient réguler la protéine CD133. 

C’est le cas, dans les cellules rénales où deux miARN (miR-1915 et miR-1255-5p) régulent 

l’expression de différents marqueurs dont CD133 (Sallustio et al. 2013). Dans le cas, du 

cancer du foie, le miR-150 inhibe les cellules AC133/1-positives par le biais de la sous-

régulation du facteur de transcription c-Myb (Zhang et al. 2012). Le même phénomène se 

produit également dans le cancer de l’ovaire, avec le miR-200a (Wu et al. 2011). Dans les 

cas présentés précédemment, les miARN réduisent l’expression de CD133 ou les cellules 

AC133/1-positives, mais dans d’autre cas les miARN peuvent contribuer à favoriser la 

protéine CD133. C’est le cas dans les cellules érythroïdes, la surexpression de miR-451 

implique la différenciation des cellules AC133/1-positives (Kouhkan et al. 2013).  



Discussion Générale et Perspectives 

 Griveau Audrey | « Locked Nucleic Acid » nanovectorisés  

pour la répression de microARN impliqués dans la radiorésistance des cellules de glioblastome   132 

Les résultats de nos expérimentations ainsi que la littérature montrent l’intérêt et la 

pertinence d’étudier ces deux marqueurs dans les phénomènes de radiorésistance du GBM. 

L’étude de ces marqueurs est primordiale pour comprendre leurs fonctionnements ainsi que 

leurs rôles, mais il est également important de pouvoir agir sur ces marqueurs ou sur les 

effets qu’ils peuvent engendrer.  

 

C’est pourquoi, l’émergence et les progrès récents des nanomédecines dans les 

thérapies semblent intéressants à investiguer pour la reconnaissance de ces marqueurs de 

radiorésistance (Peer et al. 2007). Ce deuxième axe de thèse s’est intéressé à la possibilité 

de cibler ces marqueurs de radiorésistance par les nanovecteurs. 

 

 

2. Développement de nanomédecines permettant le ciblage 
de marqueurs de radiorésistance 

2.1. Nanovecteur permettant le ciblage des cellules AC133/1 
positives 

 
Un nanovecteur capable de cibler les cellules AC133/1-positives a été développé et 

s’est révélé être très spécifique de sa cible, mais n’a pas pour autant la capacité de 

s’internaliser. Un inconvénient que peut développer ce vecteur, est que la protéine CD133 

est également un marqueur associé à des cellules souches neurales classiques (Huttner et 

al. 2008). Mais, il faut savoir que les cellules neurales représentent une faible quantité et le 

fait de cibler l’épitope AC133/1 peut n’avoir aucun effet sur le rôle fonctionnel de ces 

cellules. Et en ce qui concerne, une atteinte des cellules hématopoïétiques, le risque est 

moindre puisque le traitement par les immuno-nanocapsules sera réalisé par injection 

locale. 

 

 La protéine CD133 est importante au sein des cellules de GBM tant au niveau de son 

expression que de sa fonction, mais elle reste également difficile à appréhender du fait 

qu’elle soit régulée par autant de paramètres environnementaux. Il est possible de la cibler 

par des nanovecteurs, mais ces nanovecteurs doivent être : 

- modifiés pour améliorer leurs internalisations au sein des cellules cancéreuses,  

- ou encapsulés à l’intérieur des immuno-nanocapsules un agent anticancéreux qui pourra 

être libéré après reconnaissance de sa cible. En effet, les NCLs ont la capacité d’encapsuler 

dans le cœur huileux de différents anticancéreux hydrophobes (Lacoeuille et al. 2007; Roger 

et al. 2009; Vanpouille-Box et al. 2011). 
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2.2. Nanovecteur se combinant à des acides nucléiques 
 

Un second type de nanovecteur, capables de se complexer aux acides nucléiques, a 

également été développé, caractérisé et testé in vitro. La synthèse de ce nanovecteur est 

différente du précédent, car ce ne sont pas des anticorps qui fonctionnalisent la surface de 

la NCL mais des peptides, nous sommes donc en présence d’un nanovecteur biomimétique. 

Ce nanovecteur s’est révélé compétent en le combinant à des leurres oligonucléotides 

antisens, dans notre étude les « Locked Nucleic Acids », des complexes capables de réduire 

l’expression du miARN ciblé. Ce nano-objet a également démontré ses capacités à 

radiosensibiliser les cellules de GBM. Dès lors que le miRnome sera réalisé et sachant que la 

synthèse de ce nanovecteur est maîtrisée, il sera facile d’extrapoler ses expérimentations 

pour cibler d’autres miARN. Une des perspectives à ce nanovecteur peut être la combinaison 

de plusieurs LNA ciblant différents miARN, car en effet, au sein d’une tumeur, plusieurs 

miARN peuvent être surexprimés.  

 

La stratégie pour contrecarrer l’activité de miARN exprimés a été de bloquer l’activité 

des oncomiRs par l’utilisation de leurres oligonucléotides. Une autre stratégie peut être 

utilisée en augmentant la proportion de miARN suppresseurs de tumeurs.  

 

Durant ma thèse, j’ai également travaillé avec d’autres types de nanovecteurs, 

comme des lipopolyplexes ou des nanoparticules polysaccharidiques composées de lipides 

anioniques en majorité et de lipides cationiques. Les LNA sont capables de former des 

complexes avec ces deux types de nanoparticules (Figure 35). Quelques résultats 

préliminaires montrent qu’une action sur l’expression du miARN cible est observée. Ces 

résultats sont à confirmer dans un premier temps, puis à combiner avec l’action de la 

radiothérapie, pour voir si l’on retrouve l’effet radiosensibilisant des cellules obtenu avec les 

nanocapsules lipidiques complexés au LNA leurrant le miR-21. Ce screening de 

nanovecteurs in vitro est très utile, car il permet d’optimiser les effets souhaités (toxicité, 

relarguage du LNA, cinétique d’action) avant le passage sur l’animal.  
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A B

 

Figure 35 : Gels Retards visualisant la formation de complexes entre les LNA et des 

lipopolyplexes (A) ou des NPS (B) 

 

 

 En effet, une combinaison des NCLs fonctionnalisées complexées à des LNA 

administrés en local avec une radiothérapie externe a été testée chez des souris 

immunodéprimées. Deux protocoles ont été évalués, mais malheureusement dans les deux 

cas, aucun résultat concluant n’a pu être rapporté : soit la dose d’irradiation été trop faible 

et donc aucune action de l’irradiation n’a été observée, ou soit celle-ci a été trop élevée et à 

donc tuer les animaux. La mise en place d’un protocole d’irradiation ciblant la tête des 

animaux est donc à développer, pour pouvoir tester dans des conditions optimales 

l’efficacité du LNA combiné aux effets de l’irradiation.  

 

 Un autre mécanisme peut être important à prendre en compte, c’est l’activité des « P-

bodies » qui sont des foyers cytoplasmiques des cellules eucaryotes impliqués dans le 

recyclage des ARNm et qui jouent des rôles essentiels dans la réduction des niveaux 

d’ARNm et dans le « silencing » des ARNm contrôlé par les miARN (Eulalio et al. 2008; Liu 

et al. 2005). Le fait que les protéines nécessaires à l’activité des miARN soient localisées 

dans les « P-bodies », telles GW182, argonaute ; un lien entre « P-bodies » et miARN 

pourrait être établi (Brengues et al. 2005; Stupp et al. 2005). Par contre, les spécificités 

d’action des « P -bodies », tout comme les mécanismes qui permettent la réinitialisation de 

la traduction ne sont pas connus. Des études sur les « P-bodies », des nanovecteurs portant 

des LNA et l’irradiation pourraient donc contribuer à étayer ce travail. 
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Conclusion 
 
 En conclusion, cette thèse illustrée par la figure 36 est un travail axé sur le 

développement de thérapies innovantes basées sur le ciblage de nouvelles entités tumorales 

radiorésistantes. Au cours de ce travail, deux marqueurs potentiels de radiorésistance dans 

le glioblastome ont été étudiés : l’épitope AC133/1 et les onco-microARN. Puis, dans un 

second temps, un aspect technologique a été appréhendé par le développement 

d’immunonanoparticules capables de véhiculer des chimiothérapies ou des 

radiopharmaceutiques vers cet épitope fonctionnel d’une part, et des nanocapsules 

lipidiques biomimétiques présentant à leur surface des peptides de papillomavirus capables 

de se complexer avec des acides nucléiques antagonistes de microARN d’autre part. Ces 

résultats soulignent la pertinence d’appliquer de nouvelles nanomédecines ciblées pour le 

contournement de la radiorésistance dans le glioblastome. 
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Figure 36 : Représentation schématique du travail de thèse 
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Le glioblastome est la tumeur maligne primaire du cerveau la plus courante et la plus agressive chez l'homme. 
Son traitement conventionnel est palliatif et l’apparition de récidives est systématique. Dans le but de développer 
des thérapies innovantes basées sur le ciblage de nouvelles entités tumorales à l’aide de nanovecteur de 
médicaments, deux cibles ont été investiguées : le marqueur de radiorésistance AC133/1 et les onco-microARN. 
En utilisant des cellules de glioblastomes issues de patients, nous avons démontré que leur expansion in vitro à 
une pO2 non-physiologique (21%) altère leur agressivité tumorale in vivo et l’expression originelle d’AC133/1, au 
contraire d’une pO2 physiologique (3%) soulignant qu’AC133/1 est un marqueur précoce de non exposition à des 
pO2 élevées. Nous identifions par ailleurs un rôle pour AC133/1 dans l’endocytose du récepteur de la transferrine 
et son partenariat avec le métabolisme du fer. Enfin nous avons développé et caractérisé des 
immunonanoparticules capables de véhiculer des chimiothérapies ou des radiopharmaceutiques vers cet épitope 
fonctionnel. Dans un second axe de recherche, en parallèle d’établir le miRnome humain en réponse à l’action 
d’une radiothérapie, des nanocapsules lipidiques biomimétiques présentant à leur surface des peptides de 
papillomavirus et capables de se complexer avec des acides nucléiques antagonistes de microARN ont été 
développées et évaluées, démontrant leur intérêt en synergie d’une radiothérapie. Collectivement et en amont 
d’expérimentations in vivo en cours, ces résultats soulignent la pertinence d’appliquer de nouvelles 
nanomédecines ciblées pour le contournement de la radiorésistance dans le glioblastome. 
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Glioblastoma is the primary malignant tumour of the most common and most aggressive brain in humans. Its 
conventional treatment is only palliative and the appearance of recurrences is systematic. In order to develop 
innovative therapies based on targeting new tumour entities, two targets were investigated: the marker of 
radioresistance AC133/1 and onco-microRNAs. Using glioblastoma cells from patients, we demonstrated that 
their in vitro expansion to a non-physiological pO2 (21%) impairs in vivo their tumour aggressiveness and 
original expression of AC133/1, unlike physiological pO2 (3%) highlighting qu'AC133/1 is an early marker of non- 
exposure to high pO2. We also identify a role for AC133/1 in endocytosis of transferrin receptor and its 
partnership with iron metabolism. Finally we have developed and characterized immunonanoparticules able to 
convey chemotherapy or radiopharmaceuticals to this functional epitope. In parallel, in a second search axis, we 
establish the human miRnome in response to the action of radiation. Biomimetic lipid nanocapsules having on 
their surface and papillomavirus peptides capable of complexing with antagonists microRNAs have been 
developed and evaluated and have demonstrated their interest with synergy radiotherapy. Collectively and 
upstream of in vivo experiments in progress, these results underscore the relevance of applying novel targeted 
nanomedicine for circumvention of radioresistance in glioblastome. 
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Résumé 
 
Le glioblastome est la tumeur maligne primaire du 
cerveau la plus courante et la plus agressive chez 
l'homme. Son traitement conventionnel est palliatif et 
l’apparition de récidives est systématique. Dans le but 
de développer des thérapies innovantes basées sur le 
ciblage de nouvelles entités tumorales à l’aide de 
nanovecteur de médicaments, deux cibles ont été 
investiguées : le marqueur de radiorésistance AC133/1
et les onco-microARN. En utilisant des cellules de 
glioblastomes issues de patients, nous avons démontré 
que leur expansion in vitro à une pO2 non-physiologique 
(21%) altère leur agressivité tumorale in vivo et 
l’expression originelle d’AC133/1, au contraire d’une 
pO2 physiologique (3%) soulignant qu’AC133/1 est un 
marqueur précoce de non exposition à des pO2 élevées. 
Nous identifions par ailleurs un rôle pour AC133/1 dans 
l’endocytose du récepteur de la transferrine et son 
partenariat avec le métabolisme du fer. Enfin nous 
avons développé et caractérisé des 
immunonanoparticules capables de véhiculer des 
chimiothérapies ou des radiopharmaceutiques vers cet 
épitope fonctionnel. Dans un second axe de recherche, 
en parallèle d’établir le miRnome humain en réponse à 
l’action d’une radiothérapie, des nanocapsules 
lipidiques biomimétiques présentant à leur surface des 
peptides de papillomavirus et capables de se complexer 
avec des acides nucléiques antagonistes de microARN
ont été développées et évaluées, démontrant leur 
intérêt en synergie d’une radiothérapie. Collectivement 
et en amont d’expérimentations in vivo en cours, ces 
résultats soulignent la pertinence d’appliquer de 
nouvelles nanomédecines ciblées pour le 
contournement de la radiorésistance dans le 
glioblastome. 
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Abstract 
 
Glioblastoma is the primary malignant tumour of the 
most common and most aggressive brain in humans. Its 
conventional treatment is only palliative and the 
appearance of recurrences is systematic. In order to 
develop innovative therapies based on targeting new 
tumour entities, two targets were investigated: the 
marker of radioresistance AC133/1 and onco-
microRNAs. Using glioblastoma cells from patients, we 
demonstrated that their in vitro expansion to a non-
physiological pO2 (21%) impairs in vivo their tumour 
aggressiveness and original expression of AC133/1, 
unlike physiological pO2 (3%) highlighting qu'AC133/1 is 
an early marker of non- exposure to high pO2. We also 
identify a role for AC133/1 in endocytosis of transferrin 
receptor and its partnership with iron metabolism. 
Finally we have developed and characterized 
immunonanoparticules able to convey chemotherapy or 
radiopharmaceuticals to this functional epitope. In 
parallel, in a second search axis, we establish the 
human miRnome in response to the action of radiation. 
Biomimetic lipid nanocapsules having on their surface 
and papillomavirus peptides capable of complexing with 
antagonists microRNAs have been developed and 
evaluated and have demonstrated their interest with 
synergy radiotherapy. Collectively and upstream of in 
vivo experiments in progress, these results underscore 
the relevance of applying novel targeted nanomedicine 
for circumvention of radioresistance in glioblastoma. 
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