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PARTIE 1 : LES GLIOBLASTOMES

Les tumeurs c&ébrales malignes ne repréentent que 2% de tous les cancers de l'adulte.
Cependant, ces tumeurs provoguent une quantitédisproportionné de handicaps et de dé&es. En
France, on compte aujourd’hui environ 6000 nouveaux cas par an de tumeurs primaires du
systéne nerveux central (SNC). Les gliomes sont les tumeurs primitives du SNC les plus
fréguentes chez I'adulte.

1. CLASSIFICATION HISTOLOGIQUE ET MOLECULAIRE DES GLIOMES

Les glioblastomes font partie des gliomes malins. Les gliomes naissent des cellules gliales qui
se situent & c@é des neurones, et dont on distingue trois types : les astrocytes, les
oligodendrocytes et les microgliocytes. Les astrocytes sont des cellules activées qui ont une
forme d'@oile, d'ou leur nom dé&ivé de <«aster » (&oile). Ils constituent, avec les
oligodendrocytes et les cellules microgliales, la glie (de glu, colle). La classification
internationalement reconnue est celle de I'OMS de 2007 [1] (Tableau 1).

Tableau 1. Classification OMS 2007 des gliomes et des tumeurs glioneuronales (Extrait de Figarella-
Branger, Bulletin de cancer, 2013) [2]

1. Gliomes astrocytaires

Astrocytome pilocytique Grade |
Variant : astrocytome pilomyxoide Grade ||
Astrocytome a cellules géantes sous épendymaire Grade |
Xanthoastrocytome pléomorphe Grade Il
Astrocytome diffus (fibrillaire, protoplasmique, gémistocytique) Grade ||
Astrocytome anaplasique Grade Il
Variant : glioblastome a cellules géantes Grade IV
Gliosarcome
Gliomatose cérébrale Grade |l
2. Gliomes oligodendrogliaux
Oligodendrogliome Grade Il
Oligodendrogliome anaplasique Grade Il
3. Gliomes mixtes
Oligoastrocytome Grade I
Oligoastrocytome anaplasique Grade Il
Si nécrose Grade IV

4. Tumeurs glioneuronales (classées dans le groupe « tumeurs neuronales et glioneuronales »)

Gangliogliome Grade |
Gangliogliome anaplasique Grade Il
Astrocytome/gangliogliome desmoplasique infantile Grade |
Tumeur neuroépithéliale dysembryoplasique Grade |
Tumeur glioneuronale papillaire Grade |
Tumeur glioneuronale a rosettes du IV ventricule Grade |
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Les gliomes sont classé& selon leur degréde malignit€ déterminé par I’examen histologique
(grade | & 1V). Cette classification prend en compte le degréde diffé&enciation, la densité
cellulaire, les atypies nucléaires, 1’activité mitotique, la nécrose et la prolifé&ation vasculaire.
Les tumeurs du grade | sont des gliomes bénins dont la dénarcation est nette. Les grades Il, et
I11 sont des gliomes diffus infiltrant le cerveau sain. Le glioblastome (GBM), &jalement connu
sous le nom d'astrocytome de grade IV, constitue 80% des gliomes intracé&édraux et 20% de
toutes les tumeurs intracr&niennes. C’est la tumeur primitive du SNC la plus agressive, avec une

survie méliane infé&ieure &l an sans traitement [3] et un taux de survie globale &2 ans de 15,4%

[4] .
1.1. Caracteéistiques histologiques des glioblastomes

La plupart des glioblastomes apparaissent comme une I&ion hé&é&ogene dans la substance
blanche profonde et ont une tendance al'infiltration rapide dans le parenchyme environnant [5].
L’observation histologique des GBM (Figure 1) montre une anaplasie importante, des atypies

nucléires nombreuses et une activitémitotique devee.

Figure 1. Caractéristiques
histologiques et
radiologiques du GBM.

A,B. Coupe histologique de
glioblastome apres
coloration hématoxyline /
éosine: on observe un
polymorphisme  nucléaire,
une forte densité cellulaire,

et une nécrose
\\ ‘p ‘ w1 \ pseudopalisadique
.. “ e Cs \ . (astérisque), ainsi que la
prolifération de
I'endothélium vasculaire

(astérisque) et  mitose
(fleches) (Extrait de Wen, N
Engl J Med, 2008) [3]. C.
Image IRM de GBM (ovale
jaune) (Extrait de Graner,
Pharmgenomics Pers Med,
2014) [6]

Ces tumeurs tres h@&ogenes préentent souvent de petites zones de nérose centrale, entoureées
de cellules pseudopalisadiques, distinctes des cellules gliales anaplasiques. A cela, s’ajoute une

vasculaire hyperplasique et hyperperméible, qui diff&encie ces tumeurs des astrocytomes de
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grade inféieur.
1.2. Caracté&isation molé&ulaire et sous-types de glioblastome

Des éudes de caracté&isation des alt&ations geneiques dans les gliomes malins ont réeemment
éépubliéss dans le cadre du programme TCGA (The Cancer Genome Atlas Research Network)
[7,8].

S’appuyant sur I’identification d’anomalies généiques réurrentes, touchant notamment les
genes PTEN, TP53, EGFR, PIK3, NF1, IDH1 et PDGFRA, les GBM peuvent &re sub-divisés
en 4 sous-classes : Classique, Mesenchymateux, Proneural, et Neural [7]. Les principales

caracteéistiques de ces sous-classes sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2. Classification moléculaire de glioblastomes d’aprés les analyses des altérations oncogéniques du TCGA
(Extrait de Graner, Pharmgenomics Pers Med, 2014) [6]

Subclass Chromosome alterations Gene/protein expression changes

Classical cs7 gain with cs10 loss; loss 9p21.3 | CDENZA, PTEN
T NES NOTCH3 JAGI
LFNG SMO GASI GLII EGFR amplified;
EGFRvIII expression

Mesenchymal Loss 17q11.2 T CHIZLI/YKL40 MET CD44 MERTE
TINF and NFEB family
Mutated p53 PTEN NF1

Proneural Amplification cz7; loss cs10; amplification 4q12, but low T PDGFRA OLIG2 TCF3 NEX2-2 30X

amplification of 7pl11.2 DCXDLL3 ASCLI TCF4
Mutated IDH1 p53 PIK3CA/PIK3R1
Neural cs/ gain T NEFL GABRAI 5¥T1 SLCI245
c510 loss

Par exemple, I’amplification de ’EGFR a &é&observés dans 97% des tumeurs du sous-type
classique et trés rarement dans les autres sous-types. Le sous-type meésenchymateux est
caract&iséla suppression du géne NF1 tandis que le sous-type proneural est caract&isépar la
présence d’alté&ations de PDGFRA et de mutations ponctuelles de IDH1. La mutation de TP53

est trouvés dans tous les sous-types sauf classique.

Par ailleurs, ces éudes montrent I'exclusion mutuelle entre des alt&ations affectant la voie p53
(MDM2, MDM4, et TP53), la voie de Rb (CDK4, CDK6, CCND2, CDKN2A / B, et RB1), et
divers @éments qui influencent la voie PI3K (PIK3CA, PIK3R1, PTEN, EGFR, PDGFRA, et

5
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NF1) [8]. Les voies cellulaires alt&és dans les GBM ré&umees dans les figures 2 et 3 [9].

/
50%
90% overall err |[pocrra) mer | Ferr i
b B (o] [ aex |l [3.2%]
ampliﬁcan‘oni
or mutation I | I |
l 66% combined l
0% * PTEN PIK(3)K RAS NF1
[ A1% ]_‘l{ s |t w | e
deletion l l
or mutation [ [y
i AKT s BRAF i MAPK E
1 pathway H 2% { pathway
509 \ , SRRSO SR )
7 N ~N
y 1 all
B overal mom2 N | [ coxnza | coxnze coknze | 2overall
[76%] E ) 5.6%
'L L = 3 = 5
MOM4a PS3 =
[ (3% ]—l[ ) [C%{J[Cvchns_][coxﬁ ]
[3a%] 2% | 1.6%
TR Y ORI,
\ Senescence | RB1 1 Cellcycle i
i Apoptosis E 7.6% E control |
\ A J

Figure 2. Principales voies altérées dans le GBM (Extrait de Brennan, Cell, 2013) [82]

e la voie EGFR/PTEN/Akt/mTOR est importante pour la survie et la croissance
cellulaire. EGFR est activé par la liaison de facteurs de croissance comme EGF ason
domaine extracellulaire. Cette activation provoque la phosphorylation de PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate)
par ’intermédiaire de la kinase PI3K. Ceci permet |’activation de molécules en aval comme
Akt et mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). Akt favorise la survie des cellules en
bloquant I’apoptose. La protéine PTEN peut inhiber I’activité de PIP3. Mais le gene PTEN
peut &re mutédans 41% des GBM. De plus, EGFR est amplifiédans 57 % des GBM, par
cons&juence, ces mutations favorisent la survie et la croissance. Plusieurs mutants de I’EGFR
sont connus, la forme la plus commune est appelée EGFRvVIIL. L’amplification ou la

surexpression de ce mutant est corrédé aun mauvais pronostic.
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Figure 3. Interconnecxions des principales voies de signalisation dérégulées dans les GBM (Extrait e Magnani,
Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol, 2009) [9]

e la voie TP53/MDM2/p14°RF est fortement impliqué dans la ré&ulation du cycle
cellulaire, I’apoptose, ou la réponse des cellules aux lésions de ’ADN. Aprés Ié&ion de
I’ADN, la proténe p53 est activee et induit la transcription des génes comme P21 ou MDM2
(Mouse Double Minute 2). La proté&ne p21 ainsi induite va inhiber la progression du cycle
cellulaire dans la phase G1. La prot&ne MDM2 induit la dégradation de p53 pour bloquer et
réguler son activitétranscriptionnelle. MDM2 est elle-mé&ne sous le contrde négatif de la

proté@ne p14°°F

codé par CDKN2A. Dans les GBM, il a &&observéque la voie de p53 est
déé&ulé dans 85,3% des GBM : cette dé&egulation ré&ulte soit de mutations/dééion du
géne TP53 (27,9%), soit de la perte d’expression de p14°"" (60-80%), soit de I’amplification
de MDM2 (7,6%), ce qui peut entrainer une perte de fonctionnalitéde la proténe p53.

e la voie p16"™***/CDK4/Rb1 est, elle aussi, fortement impliqué dans la ré&ulation du
cycle cellulaire. La proténe Rb1 contrde la progression du cycle cellulaire de la phase G1 &
la phase S. Le complexe CDK4/cyclinD1 phosphoryle la proté@ne Rb1, provoquant ainsi la
libéation du facteur de transcription E2F qui active la transcription des genes impliqués dans
la transition G1-S. La proténe p16™“* é&jalement codé& par le géne CDKN2A, lié a

CDK4, inhibe le complexe CDK4/cyclinD1 et donc bloque la transition G1-S. Par
2
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conséguent, la perte de la fonction normale de Rb1l ou des anomalies touchant CDKN2A
/P16™K* ou CDK4 favorisent la proliféation tumorale. Toutes ces alt&ations ont &é&

rapportees dans le GBM (figure 3).
1.3. La gliomagenese : «modée stochastique »versus «modée hiéarchique »

Pour expliquer 1’hétérogénéité tumorale caractéristique des glioblastomes, deux hypothéses de

gliomagenése s’opposent.

L'hypothése classique de formation des gliomes est basé sur le modée <«stochastique > qui
pré&voit que toutes les cellules d'une tumeur possédent un potentiel tumorigéique similaire.
Ainsi, chacune d'entre elles peut fonctionner comme une cellule initiatrice de tumeur (Figure
4A). Les cellules hyper-proliféatives acquierent au fur et amesure de la progression de
nouvelles mutations et rencontrent diffé&ents microenvironnements capables de sé&ectionner les

«meilleures >>cellules soutenant une croissance cellulaire illimité [10].

A “Stochastic hypothesis” B “Hierarchic hypothesis”
Cancer stem cell
Cancer cells '
Cha
.-/ \_" C g il
. . ancer progenltor cells
i e O — P

/ \ p
T T

leferentlated cancer cells

Figure 4. Modeles stochastique et hiérarchique de la progression tumorale. A. Dans le modéle stochastique, toutes
les cellules cancéreuses possedent une capacité proliférative similaire. Les mutations géniques et les signaux du
microenvironnement qui appliquent des pressions de sélection aboutissent a 'émergence de cellules tumorales avec
des phénotypes, une agressivité et un potentiel tumorigénique différents. B. Selon le modéle hiérarchique, seules
les CSC sont capables de s'auto-renouveler et de donner naissance a des progéniteurs cancéreux, qui montrent
une prolifération plus élevée et donnent naissance aux cellules cancéreuses différenciées. Dans ce contexte, la
tumeur résultante est composée d’une hiérarchie de cellules qui se différencient progressivement a partir d'une CSC
et seules les CSC sont capables de ré-initier la progression de la tumeur (Extrait de Persano, Biochemical
pharmacology, 2013) [11]

Zn

Contrairement au modée stochastique, un nouveau modée de carcinogenése nommeé"modée
hiéarchique" a @&&fondésur 1’accumulation d’évidences. Dans ce modée, il est proposéque les
tumeurs malignes soient initiés et maintenues par une sous-population minoritaire de cellules
tumorales qui partagent quelques propriéés biologiques avec les cellules souches normales, a
savoir en particulier, la capacité de s’auto-renouveler et de se diffé&encier dans les diffé&ents
sous-types cellulaires qui forment la tumeur [12] (Figure 4B). Cette sous-population définie
comme «Cancer stem cells >»>(CSC) a é&mise en &idence dans les annés 2000 [13]. Cette

8
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sous-population de CSC, qui se trouve au sommet de la "hié&archie de diffé&enciation” de la
tumeur, devrait &re en mesure de donner naissance ades progeéniteurs préentant un fort taux de
proliféation puis, par diffé&enciation terminale de ces derniers, atoutes les cellules diffé&enciees

de la masse tumorale [14].

Le GBM est I'une des tumeurs dont les cellules souches canc&euses ont &é&identifiées, appelées
«Glioma Stem-like Cells >>(GSC). Ignatova et al. ont &&les premiers aisoler les GSC via la
culture de sphées dans un milieu appauvri en s&um [15], et les GSC ont &évalid€in vivo chez
les souris immunodéficientes en 2004 par Singh et al. [16]. Ces GSC expriment ala fois des
marqueurs neuronaux et astrocytaires de la diffé&enciation cellulaire. Le marqueur de surface
des GSC le plus utiliséace jour est la prominin-1, ou CD133. Une forte expression de CD133
dans une varié&éde cancers est associée aun mauvais pronostic, car il est en corréation avec
I'agressivitéde la tumeur et ré&urrence [17]. Parmi les autres marqueurs souvent utilisés pour
I’identification et 1I’isolement des GSC, on trouve la nestine, SOX2, Bmil, CD44, CD15.

D’apres des observations histologiques, les GSC s’organiseraient sous forme de niches
fonctionelles, localisées soit aproximité&des vaisseaux (niches vasculaires) soit dans les zones
hypoxiques (niches hypoxiques) [18, 19]. Dans les deux cas, les GSC sont en contact direct avec
des cellules endothdiales et il existe une communication intercellulaire bidirectionnelle entre
ces deux populations. D’une part, les GSC semblent dotées d’un fort pouvoir angiogénique
favorisant la prolifération des cellules endothéliales et sont capables d’induire la formation de
néovaisseaux lors de la tumorigénése. D’autre part, le contact GSC/cellules endothéliales
appara® indispensable au maintien du caractére indifféencié des GSC et de leur potentiel

d’auto-renouvellement.

2. CARACTERISTIQUES CLINICO-BIOLOGIQUES DES GLIOBLASTOMES
2.1. Infiltration et invasion

Contrairement ala plupart des autres tumeurs qui peuvent méastaser dans des organes distants
via le systéme lymphatique et vasculaire, les gliomes malins (GBM inclus) ne méastasent que
tres rarement en dehors du syst@me nerveux central [20]. En ce sens, les GBM peuvent &re
considéé& comme des tumeurs "locales”. A I’inverse, une caracté&istique biologique majeure
des GBM est leur capacitéaenvahir les structures cé&ébrales normales. En effet, les cellules de
gliome diffusent et imprégnent le parenchyme cé&ébral avoisinant et peuvent méne traverser la

ligne mediane du cerveau controlaté&al [21] (Figure 5). Ces cellules tumorales isoléss infiltrant
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le parenchyme cé&ébral normal, éhappent ainsi aux actions théapeutiques [22], et peuvent &re

al’origine d’une re&eidive tumorale.

“h

~ Distant 4cmfrom |[2cmfrom || Tumor
brain tumoredge |[tumoredge core

Ratio of tumor
cells to total cells

Percent of tumor 0.2% 1.8% 6% 92%
cell population

1:1000 1:100 1:10 1:1

Figure 5. Modele pathologique de l'invasion locale des gliomes. Les cellules de gliome migrent le long de structures
cérébrales préexistantes. En conséquence d'une telle invasion étendue de tissu, la résection chirurgicale est
généralement non curative et suivie par la survie des cellules et la repousse des zones d'invasion au-dela des
marges de résection (Extrait de Wang, Cancer Letters, 2013) [21]

Les voies par lesquelles les cellules de gliome migrent peuvent &re séparés en deux parties:
I'espace pé&i-vasculaire et le parenchyme c&éoral. L'espace pé&i-vasculaire est rempli de fluide,
en continuitéavec l'espace sous-arachno'dien et entoure les vaisseaux sanguins. Le parenchyme
contient des neurones et des corps des cellules gliales et leurs prolongements. Ces 2
compartiments contiennent une combinaison de molé&ules formant la matrice extracellulaire, et
dont les principales sont l'acide hyaluronique (HA), la téascine, et lecticans, les collagénes | et
IV, la laminine, la fibronectine, la vitronectine. Reliés les unes avec les autres, ces molé&ules

forment un ré&eau et remplissent I'espace intercellulaire [23, 24].

Cette matrice qui remplit I'espace extracellulaire peut donc &re un obstacle pour la migration
des cellules de gliome. Pour remédier acela, les cellules de gliome sé&ré&ent un grand nombre
de protéses, y compris les MMPs (matrix metalloproteinases, MMP2 et MMP9) et les serine
protéses UPA. En outre, elles recrutent les cellules de la microglie, les astrocytes et les cellules
endoth@iales pour sé&réer &jalement des protéses. L'activité combiné de ces proté&ses
remodde la matrice extracellulaire pour favoriser la migration et I'invasion tumorale (Figure 6).
En méne temps, l'activitéde facteurs de croissance et des chimiokines augmente la prolifé&ation

et la migration des cellules de gliomes. Fait inté&essant, les gliomes fixent leurs propres

10
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proté&nes pro-migratoires de la matrice extracellulaire et séeréent brevicane et ténascines afin

de renforece leur invasion [25, 26].

matrix
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Figure 6. Dégradation protéolytique de la membrane basale (BM) et la matrice extracellulaire (ECM) est médiée par
des proteases, telles que les métalloprotéases de matrice (MMP), sécrétés par les cellules tumorales et stromales
(Adapté de Raudino, Evolution of the Molecular Biology of Brain Tumors and the Therapeutic Implications, 2013) [27]

2.2. Barriere hémato-encéhalique et barriere hénato-tumorale

Gr&e ala barriére hénato-encéhalique (BHE), le cerveau est un organe hautement proté&yédes
agents pathogenes, des toxines et des hormones circulant dans le sang. Les cellules endothé&iales,
qui sont reliées entre elles par des jonctions serrees et qui tapissent les capillaires du c&édu flux
sanguin sont les composants essentiels de cette barriere. Le développement et le maintien de la
barriéce hémato-encéphalique sont régies par des @éments cellulaires et non cellulaires qui
interagissent avec les cellules endothdiales. Ainsi, les cellules endoth&iales sont ancrées sur
une ou deux membranes basales. Les membranes basales qui entourent les vaisseaux sanguins
sont des feuilles spe&iales et hautement organisées, de 50-100 nm d'éaisseur, composées de
collagene 1V, de laminines, de protéaglycanes, d'héparane-sulfate [23], €galement la
fibronectine et la vitronectine. Les pé&icytes et les pieds des astrocytes, qui sont éalement fixé&s
ala membrane basale, associé ala matrice extracellulaire fournissent un soutien structurel et

fonctionnel de la BHE. Ils servent de deuxi@ne barriée physique [28, 29].
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Figure 7. Détruction de la barriere hémato-encéphalique par les cellules des gliomes. a. Dans le cerveau sain,
"endfeet" des astrocytes entourent les vaisseaux sanguins. Les cellules endothéliales vasculaires forment la barriere
hémato-encéphalique (BHE) par les jonctions serrées, le piégeage des cellules et des composants du sérum dans la
lumiére vasculaire. b. les cellules de gliome migrent le long des vaisseaux sanguins, conduisant & un déplacement
de "endfeet" astrocytaire, la dégradation des jonctions serrées entre les cellules endothéliales et la répartition de la
membrane basale autour des vaisseaux sanguins (Extrait de Cuddapah, Nature Reviews Neuroscience, 2014) [29]

Dans le cas des gliomes, la barrieee hémato-encéphalique est rompue et on parle de barriere
hénato-tumorale (Figure 7). Quand les cellules de gliome humain sont implantées dans le
cerveau de rongeurs, la grande majoritéde cellules de gliomes s’associent avec les vaisseaux
sanguins et se déplacent le long de leur surface pour envahir le parenchyme cé&ébral sain
avoisinant. Dans ce processus, les cellules de gliome entourent les vaisseaux sanguins et
semblent «lever le pied des astrocytes >»car elles dégradent la membrane basale p&i-vasculaire
[23].

3. PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES GLIOBLASTOMES

Le traitement standard actuel des GBM est le «protocole Stupp >»[30](Stupp, 2005) qui inclut
une résection la plus large possible, suivie d'une radio-chimiothé&apie concomitante (RT)
impliquant le Ténozolomide (TMZ), suivie par des cures de TMZ adjuvant. Ce protocole a
permis d’améliorer la survie médiane des patients qui atteint ici 14,6 mois, alors qu’elle n’était
que de 6 mois en cas de résection chirurgicale seule ou de 12,1 mois en cas de chirurgie plus
radiothé&apie [5, 31].

12
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3.1. Chirurgie

Le traitement par chirurgie est le traitement de premiée intention pour les patients atteints de
GBM. Cependant, et contrairement a d’autres tumeurs, la chirurgie ne peut pas &re curative.

En effet, la nature «infiltrante >des GBM rend la résection totale difficile, d’autant plus que
certaines structures c&érales déicates et dont on doit préserver la fonctionnalité ne permettent
pas une résection large. Dans une tentative de préerver la fonction neurologique et maintenir la
qualitéde vie des patients, la réection subtotale est parfois préd&é, comme par exemple,
lorsque les tumeurs infiltrent les zones de 1’élocution. Dans ces conditions, la tumeur résiduelle
est traitée avec la radiothéapie et de la chimiothé&apie conventionnelle [32].

Les buts de la chirurgie des tumeurs cé&ébrales sont multiples : &ablir le diagnostic histologique,
am@iorer les sympt@mes neurologiques, apporter un contr@e local de la maladie pour amé&iorer
le pronostic vital. Les données accumulés ont suggé&é€ qu’une réection chirurgicale plus
agressive éait fortement associée aune am@ioration des résultats pour les GBM [33], et pouvait
potentiellement augmenter l'efficacitéde la chimiothéapie et la radiothé&apie qui lui succédent
[34]. En particulier, une éude randomisee de phase Il a propos€une approche de résection
guideés par imagerie de fluorescence, otila fluorescence induite par I'acide 5-aminolévulinique
sert aidentifier la tumeur résiduelle, pour permettre une résection la plus complée possible et
conduire aune am@ioration de la survie sans progression [35].

C’est pourquoi, il est éabli aujourd’hui que les patients doivent si possible, subir une réection

chirurgicale maximale [36].
3.2. Radioth&apie

La radiothéapie reste un outil fondamental pour une prise en charge optimale des patients
atteints de cancer. La radioth&apie peut compléer et parfois, lorsque la tumeur est inopé&able,

remplacer le geste chirurgical.

L'efficacitéde la radioth&apie dans le glioblastome a &&montré par trois essais randomisés
contrdés du «Brain Tumor Study Group >»(essai BTSG 66-01, essai BTSG 69-01 et essali
BTSG 72-01) donc les ré&ultats sont publié& entre 1976 et 1980 [37, 38]. Ces éudes ont
collectivement é&abli le r&e préondé&ant de la radiothé&apie pour le traitement du glioblastome.
Une méa-analyse de ces trois essais [39] a dénontréque les patients qui n'ont pas reqi la
radiothé&apie ou ont &étraité&s avec moins de 45Gy montraient un taux de survie plus faible
(mé&liane de survie de 4,2 et 3,1 mois, respectivement). A 1’opposé€ les patients traités avec 50,
55 et 60 Gy ont &éassocié& aune meilleure survie (méliane survie de 6,5, 8,4 et 9,8 mois,

13
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respectivement). L’escalade de dose au-dela 60Gy mené ulté&ieurement a ré&véé une

augmentation de la neuro-toxicitésans démontrer d’avantage thérapeutique significatif [40].

La dose prescrite et la largeur de la marge de sé&uritésont éablies en fonction du grade, du type
histologique, du volume tumoral et de la localisation de la I&sion ainsi que de la proximitédes
structures arisque dans le cerveau. Il est aujourd’hui recommandéde traiter les glioblastomes
avec une dose totale de 60 Gy, fractionné araison de 1.8-2 Gy par jour déivré& 5 jours par
semaine [41, 42]. Le glioblastome est une tumeur particuliéement radiorésistante qui siége au
sein d’un organe radiosensible. Une dose plus forte par fractions pourrait améliorer I’efficacité
de ce traitement mais cette perspective est limité& en raison de la toxicité tardive sur le

parenchyme c&ébral.

La dose thé&apeutique totale ddivré en 30 sénces et sous forme de faisceaux multiples permet
de minimiser les risques sur le tissu c&ébral sain adjacent. Le volume cible airradier est défini
d’aprés les critéres de I’European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC)
[43]. Il s’agit de volume tumoral macroscopique (GTV) correspondant a la ré&ion de
renforcement dans les scans CT / IRM préopé&atoires ou postop&atoires. Le volume cible
clinique (CTV) est défini comme le GTV plus une marge de 2 &3 cm pour permettre la

diffusion microscopique.

La radiochirurgie est une approche basée sur I’emploi des rayonnements ionisants qui
permettent de traiter des petits volumes intracré&niens avec une tré grande pre&ision. Cette
technique consiste afocaliser des faisceaux multiples au niveau de la I&ion et adévoser une
dose forte en une seule fraction (par exemple, 7Gy) [44]. La radiochirurgie semble d'&re utile
dans certaines circonstances. Toutefois, un essai de phase Il du Radiation Therapy Oncology
Group, RTOG 93-05, n'a pas pu démontrer d’avantage de l'utilisation de la radiochirurgie pour

les gliomes [45].
3.3. Chimiothé&apie

Les molé&ules de chimiothé&apie les plus actives, et les plus &udiées, sont en particulier les
nitrosourees, les composé& dé&ives du platine (cisplatine, carboplatine, oxaliplatine) et la
procarbazine. L’intérét d’une chimiothérapie adjuvante a été confirmé par les résultats d’une
méa-analyse du Glioma Meta-analysis Trialist Group [46], basé& sur 12 essais randomisés. Ces
auteurs ont montré que 1’adjonction de chimiothérapie améliorait significativement la survie a2
ans de 9% al3%, avec une diminution du risque relatif de dé&eés de 15 % et apportait un gain en

meéliane de survie de 2 mois de fagn indépendante de 1’age.
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3.3.1. Le temozolomide

Actuellement, la chimioth&apie de réfé&ence dans le GBM est le temozolomide (Figure 8), un
agent alkylant administré&par voie orale, qui peut facilement traverser la BHE [47] et arriver au
systame nerveux central ala concentration thé&apeutique [48]. Son action passe principalement
par le transfert d'un groupe méhyle sur la position O° et N’ des guanines dans la moléule
d'ADN. Ceci est a I’origine d’une rédlication de I'ADN défectueuse et dé&lenche une cascade

d'é&énements conduisant &l'apoptose des cellules tumorales [49].

L’utilisation du té@nozolomide date de 1999, suite &2 essais de phase Il de Yun et al. qui ont
montréune meilleure survie (survie globale &6 mois et la survie sans progression) et une
toxicité modé&é comparé a procarbazine [50, 51] chez des patients présentant un GBM

ré&idivant.
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Figure 8. Temozolomide et sa réaction avec 'ADN (Extrait de Neidle, Nature Reviews Cancer, 2005)[52]
Un essai thé&apeutique de phase Ill, mené par ’EORTC, a pu évaluer I’efficacité¢ du
temozolomide dans le GBM. L’administration concomitante de TMZ avec la radioth&apie

standard a conduit aune survie méliane de 14.6 mois versus 12.1 mois pour la radiothé&apie

seule (p<0.001) [30]. La survie globale a3 ans &ait de 16% pour temozolomide + radiothé&apie
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versus 4,4% pour la radiothé&apie seule dans le GBM [53]. Compte tenu de sa bonne pénération
dans la BHE et de sa facilit¢é d’administration par voie orale, le temozolomide est devenu la
molé&ule standard. Il est ddivréquotidiennement &raison de 75mg/m? de fa@n concomitante
avec la radiothé&apie, puis de fagn adjuvante apres la radiothé&apie ala dose de 150 &200

mg/m?, 5 jours sur 28, en six cycles.
3.3.2. Place des thérapies ciblées

Les dé&ouvertes des voies de signalisation impliqueées dans la gliomagenése ont permis de
développer de thé&apies mol€&ulaires agissant spe&ifiquement sur les voies de signalisations
intracellulaires perturbées. Les groupes principaux de ces traitements ciblés sont les inhibiteurs
de ’EGFR (Erlotinib, Gefitinib, Cetuximab, Loapatinib), les inhibiteurs de PDGFR (Sorafenib),
les inhibiteurs de VEGF (Bevacizumab, Cilengitide), les inhibiteurs de farnésyltransferase
(Zarnestra®), de PI3K (BLK 120) et les inhibiteurs de mTOR (d€&ivés de la Rapamycine), de
p53 (Ad5CMV-953 gene) [54]. Leurs effets anti-prolifé&atives, pro-apoptotiques et anti-
angiogeniques permettent dans les éudes preeliniques d’augmenter la sensibilité vis-a&vis des
traitements classiques de chimio-radioth&apie, mais les résultats des éudes cliniques sont le

plus souvent dé&evants.

Le VEGF est impliquédans la pathogenese du GBM oulil est géné&alement fortement exprimé
Des études ont prouvé que I’inhibition de VEGF inhibait la croissance des gliomes et permettait
une régression des vaisseaux sanguins [55]. Le Bevacizumab (Avastin®) est le mé&licament
anti-VEGF le plus éalué: il a obtenu une autorisation de la Food and Drug Administration
pour le traitement des GBM re&idivants. Le Bevacizumab se lie speeifiquement au VEGF et
I’empéche d’activer son réeepteur, le VEGFR, bloquant ainsi 1’angiogenése. Trois grands essais
cliniqgues ont montré que l'ajout de Bevacizumab au standard radiothé&apie-ténozolomide
n'am@iorait pas la survie des patients atteints de glioblastome [56-58]. Selon 1’étude la plus
regente utilisant Bevacizumab plus radiothé&apie-temozolomide, la survie globale des patients
recevant le Bevacizumab (versus placebo) &aient de 72,4% (vs 66,3%) al an et de 33,9% (vs
30,1%) a2 ans; la méliane de survie sans progression éait 10,6 mois dans le groupe
Bevacizumab vs 6,2 mois dans le groupe placebo. La qualitéde vie a @émieux maintenue avec

le Bevacizumab [58], confirmant les résultats d’une éude pré&é&lente [59].

L’utilisation du Cilengitide, un pentapeptide cyclique inhibiteur sp&ifique de 1’intégrine avB3 et
avB5, fait ’objet d’investigations en cours. Un essai de phase I/1l, utilisant Cilengitide plus
radiothé&apie-temozolomide, a montréque la survie sans progression &6 mois &ait de 69% et 33%
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al2 mois. La médiane de survie sans progression éait de 8 mois. La survie globale &12 et 24
mois éaient de 68% et 35%, avec un méliane de survie globale de 16,1 mois comparee ala

donné standard de 14,6 mois pour radiothé&apie-temozolomide [20].

4. RECIDIVES DES GLIOBLASTOMES

Malgré la lourdeur de ces protocoles de traitement standards, le taux de reéidive des

glioblastomes reste trés deveéet les reéeidives quasiment inévitables (plus de 90% des cas).

Ainsi, il a @émontréque 90% des rexidives de glioblastome survenaient aproximitéde la
cavitéde résection ou dans le volume cible de la radiothé&apie post-op&atoire [60]. Seule une
petite fraction des glioblastomes (de 5 &210%) reeidivent &une plus grande distance de la masse
tumorale principale [61]. Des &udes ont montréque les reéeidives des GBM se produisaient le
plus souvent sous la forme d’une croissance continue locale, &2 - 3 cm de la frontiere de la
I&ion d'origine [62]. Ces observations sont concordantes avec le bord du volume cible clinique
(CTV) de la radiothé&apie, soulignant I’incapacité de la radiothéapie post-opé&atoire aéadiquer

toutes les cellules tumorales restant dans le CTV aprés chirurgie.

4.1. Causes des residives

Les &hecs thé&apeutiques quasi-systématiques dans les glioblastomes s’expliquent par (i) le
caractere invasif et infiltrant de ces cellules tumorales; (ii) leur grande radio- et

chimiorésistance ; (iii) la pré&ence des cellules souches de gliomes (GSC).
4.1.1. Le caractere infiltrant des glioblastomes

Comme expliqué pré&élemment, les cellules tumorales de GBM ont tendance aenvahir le
parenchyme cé&ébral sain avoisinant, rendant la ré&ection chirurgicale complée impossible et
donc le geste chirurgical moins efficace. De mé@ne, les cellules infiltrés sont moins accessibles
aux agents de chimiothé&apie [63] acause de la BHE qui joue le rde de barriée protectrice vis-

avis du parenchyme cé&éoral [64, 65].
4.1.2. Radio- et chimiorésistance des glioblastomes

Les glioblastomes sont parmi les tumeurs les plus radioréistantes et chimiorésistantes, et ce,
pour des raisons multifactorielles. Tout d’abord, les cellules de glioblastomes présentent des
capacités de réparation de I’ADN augmentéss rendant moins cytotoxiques les I&ions induites
par la radioth&apie et la chimioth&apie. D’ailleurs, les I&ions O° methylguanine induites par

temozolomide peuvent @re speifiquement réparées par une proténe O°-methylguanine-DNA
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methyltransferase (MGMT). L’expression de la MGMT permet aux cellules de lutter contre les
effets cytotoxiques des temozolomide et contribue ala chimioréistance [66], si bien que
I’inhibition de I’expression de la MGMT par méthylation de son promoteur est un facteur

predictif positif de réonse au traitement [67, 68].

De méne, les voies de signalisation PI3BK/AKT/mTOR et p53 &ant tres souvent alt&ees dans
ces cellules, les processus de contrde du cycle cellulaire, de mort par apoptose ou de mort
mitotique sont plus difficiles &deelencher [69].

Les glioblastomes sont des tumeurs ayant une importante composante hypoxique. Or, 1’absence
d’oxygéne est délétére pour I’action des radiations ionisantes. De plus, les cellules tumorales
adaptés aux conditions hypoxiques, préentent des capacité tres augmentés de survie via
I’activation du facteur inductible par I'nypoxie 1 (HIF-1), qui en retour, stimule la transcription
d'un grand nombre de genes impliqués dans l'angiogenese, la survie et prolifé&ation cellulaires,

I’efflux des chimiothérapies [70].

4.1.3. R&idives et GSC

Des é&udes ré&entes ont montrees que les GSC sont responsables du maintien de ces tumeurs
aprés traitement. En effet, les GSC ont &éidentifiés comme plus résistantes ala radiothé&apie
par rapport aux cellules non-GSC [71] et sont capables de survivre apreés une exposition ades
doses fortes de carmustine. Il a @émontréune augmentation dans ces cellules, de I'expression
de divers genes codant pour des composants de la MDR (multidrug resistance), y compris de
I’enzyme de réparation MGMT [72]. Grace a leur grande capacité a s’auto-renouveler, a
prolifé&er et & se diffé&encier (modée hi&archique), elles seraient responsables du

«repeuplement > ¢’est-adire de la formation d’une nouvelle tumeur [73].

4.2. Prise en charge de la re&eidive dans le glioblastome

4.2.1. Intervention chirurgicale

Chez les patients sans contre-indication médicale, la chirurgie peut confirmer la ré&idive de la
tumeur, réluire la pression intracrénienne, am@iorer I'éat neurologique, et éventuellement
am@iorer l'efficacitéde la thé&apie adjuvante [62, 74]. Des éudes ont montréune survie globale
de 9 mois apres reopé&ation [75]. Deux études ont montré 1’avantage de la résection combinée

avec une chimioth&apie, par rapport al’administration d’une chimiothé&apie seule en survie
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sans progression et méliane de survie [47, 76]. Mais la réopéation est ré&ervé& pour les
tumeurs opé&ables chez les patients ayant une bonne performance [77].

Une grande analyse de 'EORTC a conclu que la chirurgie dans les re&idives de GBM n'a pas
d’incidence significative sur la survie, mais peut ame@iorer la qualitéde vie et la fonctionnalité
des patients [78].

Ré&emment, une éude rapporte que des patients subissant de multiples micro-résections aprés
reeidive seraient susceptibles de voir leur survie prolongé (une méliane de survie de 26 mois

versus 16 mois chez les patients ayant subi une réection unique) [79].

4.2.2. La réirradiation

Actuellement, dans le cadre des GBM ré&urrents, la réirradiation utilisant des techniques
classiques est peu employee. En effet, 90% des résidives survenant dans la zone de la premiere
irradiation, la possibilitéde réirradier en toute séuritéest treés limité [80]. Avec les progrés de
la technologie, d’autres modalités d’irradiation ont été étudiées. Le Gamma-knife a &&comparé
avec la chirurgie conventionnelle dans les GBM ré&urrents : une am@&ioration de la mé&liane de
survie a éé observee avec le Gamme-knife (12 mois vs 6mois) associé un faible taux de
complications [81]. Plusieurs groupes ont montréque la radiothé&apie sté&éntaxique fractionné
peut @re béndfique pour ces patients [82, 83]. Dans I'@ude de Torok et al, la survie globale
aprés réirradiation éait de 79% a6 mois et 30% al an [82]. Il a &alement &&montréque les
implants interstitiels c&éraux d’iode-125 ahaute activit€éamene la méliane de survie de 10,5 a
12 mois [75], mais seulement 20-30% des GBMs reidivants répondent aux critees

morphologiques et focaux néessaires [84].
4.2.3. Place de la chimiothéapie ou des thé&apies ciblés

Les options concernant les agents de chimiothé&apie sont tres limitées. Une variééd'agents a é&
utilisé& dans ce cadre avec des résultats plut@ deéesevants. Le taux de réponse avec diffé&ents
agents de la chimiothé&apie systémique, tels que le temozolomide, les nitrosourés, les platines,
la procarbazine, l'irinoté&an, et I'é&oposide, &aient toujours infé&ieurs 10-15% chez les patients
atteints de GBM re&idivants [85].

Un grand nombre d'agents de th&apies ciblées ont @eévalué dans les ré&idives de GBM. Les
agents testé sont des inhibiteurs des réepteurs aactivitétyrosines kinases tels que ’EGFR, le
VEGFR, et le PDGFR. Des inhibiteurs des voies de signalisation dirigé contre mTOR, PI3K,
histone désacéylases (HDAC), et les farné&yltransfé&ases ont également &ééévalués (tableau 3).
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Tableau 3. Différents agents testés dans les GBM récurrents (Extrait de Mrugala, Discov Med, 2013)[80]

Agents Target Reference
Cediranib pan-VEGFR Batchelor er al., 2010
Erlotinib EGFR van den Bendt et al., 2009
Gefitinib EGFR Franceschi er al., 2007
Rich et al., 2004
Bevacizumab VEGF-A Zhang et al., 2012
Cilengitide A and  integrins Reardon et al., 2008
Gilbert er al., 2012
Rindopepimut EGFRvIII Sampson et al., 2009
Vorinostat HDAC Galanis et al., 2009
XL-184 EGFR, C-MET Wen et al., 2010
Tipifarnib Farnesyltransferase Cloughsey ez al., 2006
Enzasturin PKC Wick et al., 2010
Kreisl er al., 2010
Temsirolimus mTOR Galanis et al., 2005
Chang er al., 2005

Par exemple, un essai clinique de phase 1l sur les GBM ré&urrents, utilisant le Cilengitide pré et
post-op€&ation a montréune survie sans progression aé mois de 12%, la mé&liane de survie sans

progression éait 8 semaines [56].

En mai 2009, la FDA a accordél’autorisation pour 1’utilisation du bevacizumab (Avastin) dans
le traitement des GBM reé&idivants, en s’appuyant sur les résultats de deux essais: l'essai
AV3708g qui rapporte une réonse sensible (26%) avec une durée mé&liane de réonse de 4,2
mois ; et I'@ude NCI 06-C-0064E qui montre 20% de réonse avec une durée meliane de 3,9
mois [32].

Paralldement, le bevacizumab a é&éutiliséen association avec I'irinoté&an [86], le carboplatine
[80, 87], I'é@oposide [88]. L’association du Bevacizumab avec lirinotecan éait la plus
prometteuse puisque les auteurs ont observéune survie sans progression &6 mois de 50% et la
survie globale de 8,7 mois, versus 42% et de 9,2 mois respectivement avec le bevacizumab seul
[89].
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PARTIE 2 : EFFETS BIOLOGIQUES DE LA RADIOTHERAPIE

Bien que considéé& comme un moyen thé&apeutique fondamental pour la prise en charge
optimale des patients atteints de GBM, la radiothérapie est capable d’induire pléhore d'effets
cellulaires, certains recherchés dans le contexte thérapeutique, d’autres plus déléteres, que 1’on
souhaiterait réduire. En effet, en plus de I’action cytotoxique sur les cellules tumorales, il est
clairement établi aujourd’hui que I’irradiation peut aussi favoriser la progression ou la reeidive
tumorale, en raison de la sélection d’une sous-population de cellules tumorales plus
radiorésistantes présentant des capacité prolifé&atives et des propriéé invasives et pro-

angiogeniques accrues.

1. DIFFERENTS TYPES DE RAYONNEMENTS IONISANTS

Plusieurs types de rayonnements ionisants sont utilisé&s en radioth&apie : photons X ou gamma,
dectrons, protons, ions, etc... Les rayons X restent les plus largement utilisés.

Les photons X, fabriqué dans des tubes arayons X ou des acc@éateurs de particules, font
partie des ondes &ectromagnéiques et constituent les rayonnements les plus éergéiques. Ils
sont @ectriqguement neutres. Au cours de I’interaction des photons X avec le tissu biologique,
des @ectrons secondaires, produits par phénoméne d’ionisation, sont responsables des effets

biologiques.
2. LESEVENEMENTS RADIO-INDUITS INITIAUX
2.1. Phase physique et importance des micro-dépots d’énergie

Lorsqu’un rayonnement pénétre dans la maticre, il peut interagir avec les atomes rencontrés et
perdre, achacune de ses interactions, une partie de son énergie. En radiobiologie, la notion de
dose absorbé& est couramment exprimé en Gray (Gy), mais cette notion a ses limites des lors
qu’il s’agit d’appreeier les effets biologiques des radiations. En effet, a 1’échelle microscopique,
I’énergie n’est pas délivrée de fagon homogeéne, mais par paquets, variables en nombre et en
densitéd’é&ergie : ce sont les micro-dépots d’énergie. L’énergie des rayonnements X incidents
est transférée sous forme d’ionisations et/ou d’excitations constituant autant de micro-déas
d’énergie dont la densité d’énergie conditionnera la nature biochimique des dommages induits

dans la cellule [90].
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2.2. Phases biochimique et biologique

Les ionisations et/ou excitations de la phase physique sont a I’origine de rérrangements

mol&ulaires nombreux. Cette phase est classiqguement appelé «phase biochimique >

Lorsqu’elles rencontrent la matiére, les radiations ionisantes peuvent interagir directement avec
les macromolé&eules intracellulaires (prot@nes, acides nucl@ques, lipides, etc...) : c’est I’effet
direct (Figure 9).

Né&nmoins, le corps humain éant composé d’environ 70% d’eau, I’interaction la plus probable
reste celle entre les rayonnements ionisants et les molécules d’eau, conduisant a la radiolyse de
I’eau. Les rayonnements sont capables de dé&omposer 1’eau intracellulaire et entrament une
dissociation de la molécule d’eau en radicaux libres : I’ion H,O" et un @ectron e". Les réctions
suivantes avec I’eau environnante se traduisent par la formation de plusieurs espeees réctives,

qui sont appelées espeees reactives de I’oxygene (ROS) [91] (Figure 9).

Nucleus

Cytoplasm

DNA
damage

Mitochondrion

Indirect
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lonizing
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Membrane

- Lipid peroxidation
- protein oxidation

| : -Oxidative alterations to

mtDNA and nDNA
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Figure 9. Effets des rayonnements ionisants sur les macromolécules intracellulaires. L’absorption d’un rayonnement
ionisant par les cellules vivantes perturbe directement les structures chimiques et induit indirectement par la
radiolyse de l'eau cellulaire et la production d’espéces réactives l'oxygéne (ROS), provoquant in fine des
modifications biologiques. Les principaux ROS sont I'anion superoxide O2’, I'oxygéne singulet O2', I'électron libre
hydraté e‘aq, le radical hydroxyle OH', et le peroxyde d’hydrogéne H,0- (Extrait de Azzam, Cancer Letters, 2012)
[91]

Les ROS, qui sont des especes chimiques trés instables et tres réactives, interagissent

notamment avec les macromolé&ules aproximité Les ROS peuvent attaquer les fonctions
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carboxyles de certains acides aminés et déruire leurs fonctions biologiques ; les ribosomes et les
mitochondries peuvent &re éalement &re leur cible, mais 1’altération de ces sites ne sont pas
fatales. Les ROS attaquent é&jalement les doubles liaisons. Ainsi, les acides gras sont
particulieéeement touchés. La rupture des doubles liaisons des lipides insatureés et la peroxydation
des lipides déruit la structure des membranes et modifie la fluidité membranaire, ce qui peut
entrainer la mort cellulaire [91].

L’ADN est la cible principale des radiations ionisantes et des ROS [92].

Cell cycle checkpoint control

Figure 10. Lesions directes et indirectes de I'’ADN induites par radiation lonisante via la radiolyse de I'eau (ROS)
(Extrait de Morgan, Proc Natl Acad Sci, 2005)[93]

Les lésions de I’ADN peuvent donc &re directes, liées a I’interaction d’un électron d’ionisation
avec la molécule d’ADN. Le dépdt d’énergie au niveau de la chaine d’ADN peut entramer une
cassure. Cette rupture peut se faire sur un brin ou sur les deux brins. De fagn indirecte, les ROS
peuvent induire des I&ions séées du géome [92] (Figure 10). Les sucres peuvent &re oxydés
puis hydrolysés, ce qui provoque la libération d’une base et la rupture de la liaison
phosphodiester. De mé@ne, les bases sont particuliéement sujettes aux attaques des ROS. Il en
résulte des cassures simple-brin ou double-brin, des oxydations de bases, des pontages entre les
bases voisines, ou la perte d’une base de I’ADN [94], des des liaisons ADN-proténe [95]. Le

tableau 4 pré&ente la fré&uence de quelques types de I&ions.
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Tableau 4. Dommages radio-induits de 'ADN et leur spécifications physique et biologique : le dép6t
d’énergie minimal nécessaire pour la formation de DB, CSB ou CDB, leur incidence par Gray de rayons

X, leur demi-vie de réparation (Adapté de Joubert, New research on DNA repair, 2006) [96]

Dommage de base Cassure simple-brin  Cassure double —brin

(DB) (CSB) (cDB)
Energie nécessaire >1eV/nm3 >10 eV/nm3 >100 eV/nm?3
Incidence ~10 000/ Gy ~ 1000 / Gy ~40 / Gy
50 % de dommages 5-10 min 10-20 min >50 min

réparés

3. REPONSE CELLULAIRE AUX DOMMAGES RADIO-INDUITS

3.1. Déection des I&ions et arré& du cycle cellulaire

Détection des |ésions de I'ADN radio-induites

Arrét dans le cycle cellulaire
Checkpointen G1, en S, en G2/M Lésions
Lésions réparables irréparables / létales
/ Mutations létales

Réparation des Iésions Infidéle / \ Mort cellulaire
4

4 systémes de réparation: Fautive
Excision de bases \
Excision de nucléotides Mutations non létales ~——
Recombinaison homologue d’emblée
Religation non homologue

Anomalies transmissibles

Fidele Instabilité génomique
et cancer radio-induit

Survie cellulaire

Figure 11. Réponse cellulaire aux dommages de 'ADN radio-induits

La consé&juence des dommages de I’ADN est parfois une erreur de lecture lors de la
transcription donc la formation d'’ARN anormaux, puis de la traduction, entrainant la formation
de proténes modifiés. La discontinuité des brins en cas de cassures deélenchent des
changements complexes de I'ADN et I'acé&ylation des histones. La cassure du brin dévoilé est

reconnue par le complexe Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) (Figure 12). Les complexes MRN
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activent en aval des kinases ATM, ATR et DNA-PKcs. ATM est recruté par le complexe MRN
sur les sites de cassures double-brin, et activé par autophosphorylation. ATR est recrutéau
niveau des cassures simple-brin. DNA-PKcs est activée par Ku70/Ku80 pour former le
complexe DNA-PK, ATM et ATR interviennent dans la réonse cellulaire aux cassures de
I’ADN et dans la réparation des cassures (Figure 14). Par ailleurs, les proténes Chkl
(phosphorylée par ATR) et Chk2 (phosphorylé par ATM) sont essentielles au deéslenchement

des points de contrde du cycle cellulaire [97].

Tonizing
radiation

Sensors
Transducers

Effectors

Repair, checkpoints, biological outcome

Figure 12. Schéma simplifié de la réponse aux dommages de I'ADN radio-induits (Adapté de Mirzayans, Int. J. Mol.
Sci. 2013) [98].

P53 et le blocage du cycle cellulaire

Le maintien du blocage de cycle cellualire &long terme implique surtout I’activation de la
proténe p53. Le suppresseur de tumeur p53, codépar le gene TP53, est un éément clédu
réseau de surveillance des I&ions de I'ADN pour limiter la croissance cellulaire aberrante en

réponse aux stress genotoxiques tels que 1’irradiation [98].

Comme présentédans le figure 13, la kinase ATM phosphoryle le suppresseur de tumeur p53, et
une autre kinase, Chk2. Chk2 phosphorylee, phosphoryle ason tour, ala fois p53 et MDM2.

Ces phosphorylations stabilisent p53 en perturbant son association avec MDM2, une proténe
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qui cible la dégradation de p53 [97]. WIP1, un type de s&ine / thréonine phosphatase, inactive
p53, ATM et CHK2 par déphosphorylation. Il peut aussi influencer I'interaction MDM2-p53
[98].

Ianizing radiation

X )OC—» ATM

DSB
szAx
CH K2

p21 = _| ° '— Wip1
T “"‘Ar;F

J /

Cdk/cyclin 14-3-3c

L

T.PRb cdc2T

I

G1/S arrest G2/M arrest

Figure 13. L’activation d’ATM déclenche une stabilisation de p53, qui induit I'arrét en G1/S (par induction de la
transcription de p21) et en G2/M (par induction de la protéine 14-3-30) (Adapté de Mirzayans, Int J Mol Sci, 2013)
[98].

P53 actives induit alors la transcription de ses génes cible, qui incluent le ré&yulateur critique de
la transition G1-S: p2l1. La liaison de p21 au complexe cycline-CDK empé&he la
phosphorylation de la proténe du ré&inoblastome (pRb), puis prévient la transcription de genes
néeessaires pour la progression de la phase G1 en phase S. Le cycle cellulaire est bloquéala
phase G1. Pour le point de contrde G2-M, l'activation d’ATM provoque la transcription p53-
dépendante de 14-3-30. La prot@ne 14-3-3c seégjuestre le complexe cyclinB-cdc2 dans le
cytoplasme et empé&he la progression G2/M [97].

La mutation du gene TP53 est l'une des modifications généiques les plus fréjuentes dans la
majoritédes cancers, en particulier dans les gliomes. Cette anomalie conduit &l'accumulation
nucléire de la proté&ne p53 mutante induisant I’activation de la transcription de geénes qui ne
sont pas activées par p53 sauvage. Ces genes comprennent I’EGF, c-Myc, Fos, et MDR-1, qui

peuvent promouvoir des signaux pro-tumoraux [99].
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3.2. Réaration des cassures double-brin

Le blocage du cycle cellulaire laisse du temps ala cellule pour assurer la réparation des
dommages de I’ADN. Les complexes MRN, outre ’activation des points de contrdle par la voie
ATM/ATR, permettent le recrutement des proté@nes de réparation des cassures [100]. Les
principales voies de réparation des dommages de I’ADN sont la ligature d’extrémités non
homologues (NHEJ) et la recombinaison homologue (HR) [101]. Nous nous focalisons sur le
NHEJ, car le HR est opé&ationnel seulement dans les phases G2/M du cycle cellulaire, alors que

NHEJ, qui lie simplement des extrénit&s de I'ADN

cassees et fonctionne dans toutes les phases du cycle

|

cellulaire, est la voie de réparation pr&lominante dans les !

cellules de mammiféres [102]. —C B—

KU70/80
Protection des extrémités

N . 9
I
A4 DA
DNA-PKcs

Activation de la kinase

Figure 14 : Principaux mécanismes de réparation des cassures

double brin par ligature d’extrémités non homologues (Extrait de
Rass, Cancer/Radiothérapie, 2012) [103] s
/rgem { XRCC4-LigaselV:
Polymerase
ﬂ <

Cernunnos/XLF
Préparation si les extrémités ne sont
pas compatibles

\

—Ge e
Ligature des extrémités
La procélure de NHEJ (Nonbomologous end-joining) (Figure 14) peut &re initiée par le
complexe MRN. La protéine Ku80 s’associe a la protéine Ku70 [104], et cet hé&é&odimee
coulisse le long de I’ADN et recrute la proténe DNA-PKcs. Ces trois proté&nes forment le
complexe DNA-PK, essentielle pour la réwaration NHEJ : cette kinase phosphoryle certaines
protéines comme le variant y-H,AX. La phosphorylation de 1’histone H,AX par DNA-PK
produit une distorsion de ’ADN qui pousse le complexe DNA-PK a s’¢loigner du site de la
cassure. Les proté@nes de réparation par suture (Ligase 4 et XRCC4) sont ensuite recrutéss pour
réunir les deux extrémités de I’ADN. L’autophosphorylation du complexe DNA-PK provoque
son détachement de I’ADN [103].
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Lorsque les I&ions de I’ADN sont réparables, le blocage du cycle cellulaire permet le bon
dé&oulement des meéanismes de réoaration. Ces I&ions cellulaires vont largement déendre des

capacités et des modalités de la réparation de I’ADN, si bien que 1’on distingue :

- la réparation complée : Les I&ions radio-induites, mé@ne les cassures double-brin sont
susceptibles d’étre réparées complétement (réoaration fidéle), permettant une restitution du
génome de la cellule irradiée. La cellule irradié s’engage dans la reprise de la prolifé&ation et

retrouve une vie normale.

- la réoaration fautive : Malgréles performances de la réparation de I’ADN, le dommage peut
ére mal réar€ induisant des alté&ations des genes, qui entrainent les instabilités génomiques ou
la mort cellulaire. Certaines de ces altérations n’empéchent pas la cellule de vivre et de se

multiplier, mais finalement arrive &ala mort cellulaire (Figure 11).

4. MORT CELLULAIRE RADIO-INDUITE:

En radiobiologie, la mort d’une cellule est définie comme la perte irréversible de sa capacitéa
former une colonie. Ainsi, une cellule pré&ente dans un tissu, encore capable de synthé&iser des

protéines ou de ’ADN peut malgrétout &re radiobiologiquement morte. Puck et al. ont éabli

un seuil arbitraire de la viabilité&in vitro: une cellule irradi€e subit rarement plus de 4 ou 5

divisions cellulaires, et est donc radiobiologiquement morte. Par conségjuent, en radiobiologie, la

survie d’une cellule se traduit par le développement d’une colonie, définie par la présence d’au

moins 50 cellules [105].

- L’apoptose est une mort dite «programmee »qui peut &re déelenché par diffé&ents facteurs,
une cassure double brin non réaré par exemple [106]. Elle est caract&isé par des
changements de morphologie : contraction de la cellule, condensation et fragmentation de la
chromatine, diminution du volume nuclé&ire, puis la transformation ultime de la cellule en corps
apoptotiques. L’apoptose est généralement pré&enté& comme la voie de mort emprunté
pré&&entiellement lorsque les cellules sont trop endommagées. Il concerne de nombreux types

cellulaires, incluant des lignéss tumorales.

Comme présentédans la figure 15, la voie extrinségue implique la liaison d’un ligand de mort
extracellulaire aun reeepteur de mort, comprenant Fas/FasL, TRAIL/TRAIL-R, TNF-o/TNF-R1,
puis une voie de signalisation est délenchés, qui a son tour active les caspases 8 et 10

[107]. La voie intrinsegue (voie mitochondriale) déend de la famille Bcl-2 : une rupture de la
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balance entre les facteurs pro-apoptiques (BAX, Bcl-Xs, Bid, Bad) et les anti-apoptotiques (Bcl-
2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, Al, Boo) peut déterminer I’entrée en apoptose par 1’activation de la
caspase 9. Les 2 voies aboutissent a 1’activation ultime des caspases 3, puis permet le
déclenchement de I’apoptose, comme la dégradation de ’ADN associée aux changements de

morphologie cellulaire et nucl&ire [108].

- FAS-L o Enhanced Fas ragficyn
Extrinsic — % : _))
Pathway od j FADD ) Golgi body

-’ 5
P \
PERP\‘ ? 3 @
Caspase-8 ~, ~
a[id! S, tBid 2
“‘ VYV
Noxa
Cytc -

Puma

‘Apoptosome’ Apaf-1 ( } Mitochondria

caspases [ | —_— Al

Casmsi J => b caspase-s Intr|n5|c

’ lij Caspase-7 Pathway
\“’-—"/ Apoptosis

Figure 15 : Représentation simplifiée des voies apoptotiques intrinseéque et extrinseque et du réle central de p53
(Adapté de Kumariya, J Cancer Sci, 2012) [109]

Apres les Iésions de I’ADN, p53 est activée et peut induire I’arrét du cycle cellulaire pour
permettre la réaration. Si les I&ions sont non-réparables, p53 peut initier 1’apoptose en activant
les voies intrinségues et extrinségues via l'induction de I’expression de génes codant pour
difféentes proté@nes: Bax, Puma et Noxa dans la voie intrinsegue, ou Fas, TNF-R1 et DR5
(famille de TNFR) pour la voie extrinséque [109, 110]. En outre, la prot@ne p53 peut
directement aller se localiser sur la mitochondrie, ouelle induit la trimé&isation des proténes
Bax, Puma Noxa en réonse al‘alt&ation radio-induite de I'ADN, conduisant &ala formation de
pores dans les mitochondries et la lib&ation de cytochrome c et les proténes pro-apoptotiques

qui ensuit activent la caspase 9 [111, 112].

Le p21, protéine en aval de p53, peut réguler 1’apoptose. La phosphorylation de p21 down-

régule la cascade mitogen-activated protein kinase (MAPK) induite par le stress, et induit la
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reésistance des cellules al'apoptose induite par diffé&ents stimuli. De plus, p21 peut former un
complexe avec la pro-caspase 3 et inhiber son activation [99].

L'influence du statut de P53 sur la radiosensibilitévia 1’apoptose a fait l'objet de nombreuses
éudes in vitro et in vivo. La réonse n'est pas parfaitement claire car selon les éudes et les
localisations tumorales, les ré&ultats sont contradictoires [98]. Les mutations de P53 ont &é&
observéss dans 31% des cas de GBM. Certaines éudes n'ont affichéaucune relation entre le
statut TP53 et le résultat chez les patients atteints de GBM, alors que plusieurs rapports ont
montré que la mutation du gene TP53 est un facteur pronostique favorable, ce qui est
contradictoire [113].

Les phosphatidylsé&ines sont géné&alement situés sur le feuillet int&ieur de la membrane
plasmique dans les cellules vivantes, et au moment du processus d’apoptose, se relocalisent en
partie sur le feuillet ext&ieur, pour se retrouver exposeées vers 1’espace extracellulaire [114]. Ce
processus peut &re utilis€pour déecter les cellules en apoptose gr&e ala reconnaissance des
phosphatidyls&ines par I'annexine V marqué al'isothiocyanate de fluorescéne (FITC) [115].
Grae acette mé&hode, diffé&entes éudes ont montrél’apoptose induite par I’irradiation dans les
glioblastomes, [116, 117]. Né&nmoins, la mort par apoptose des cellules de GBM aprés

irradiation n’est pas la voie majoritaire.

- La mort mitotique : Plus souvent, les cellules irradiées conservent leur viabilit€éimmédiate
assurant leurs fonctions méaboliques, mais lorsqu'elles atteignent la mitose, les dommages
radio-induits au niveau de I'ADN les empé&hent de se diviser. C’est la mort mitotique. Ce
processus est particulierement présent quand il s’agit de I’irradiation de tumeurs solides dans

lesquelles la fonction de p53 est altéée [118].

Autre possibilité, c’est que la cellule irradiée, malgré une réparation fautive, reussisse ase
diviser sur 2 &5 généations donnant naissance aplusieurs cellules filles, mais la probabilitéque
ces cellules filles puissent se diviser pendant un grand nombre de géné&ations ensuite diminue
rapidement. Ce phé&omene correspond ala perte des capacité& clonogéniques, appelée aussi

mort cellulaire retardée (Figure 16).

Dans ce cas, suite &aun premier arr& du cycle cellulaire et ala mise en actions des systames de
réparation, les cellules peuvent reprendre leur cycle et entrer en mitose malgréla pré&ence de
I&ions persistantes de I'ADN non-réarées [119]. Par consé&juent, se déoule une mitose
aberrante [120], caract&isé sur le plan morphologique par 1’apparition de cellules géntes

multinuclé®s et de micronoyaux. Les cellules multinuclé®s avec deux ou plusieurs noyaux
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provenant d'une séaration insuffisante pendant la mitose tandis que les micronoyaux sont dus a
des chromosomes et/ou des fragments de chromosomes qui n'ont pas éédistribués de maniere

&jale entre les noyaux fille.
Mort mitotique différée
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Figure 16: Représentation de la mort mitotique [121] Cyioplasme

# [ wimon ™

| 2 possibilités
r'd “a
Mort de la cellule Division de la cellule ,

mais celle ¢i ne pourra pas
se reproduire infiniment.

Les catastrophes mitotiques sont d’autant plus nombreuses que les cellules tumorales présentent
un défaut des points de contrde du cycle cellulaire (checkpoint). Les défauts aux points contrde
peuvent survenir au niveau des phases G1 et G2. Contribuant ala régulation du cycle G1/S et

G2/M, la proténe P53 est impliquée dans la mort mitotique.

Des éudes ont mis en évidence que I’irradiation des différentes cellules tumorales induisait des
catastrophes mitotiques de maniere dose-dépendante [122-124], y compris pour les cellules de
glioblastome [117, 125, 126]

-La sénescence La cellule irradiée arr&e définitivement son cycle en phase G1 et cesse donc
toute syntheése d'’ADN, mais reste viable mé&aboliquement et séreée des facteurs de croissance,
adoptant une morphologie large, plate et granuleuse, avec un cytoplasme tr&s vacuolisé
Paralldement, les cellules présentent une activité élevée de la P-galactosidase (SA-p-gal),
connue comme le marqueur de sénescence [99, 127]. La sénescence peut &re deélenché& par 2
facteurs principaux : le raccourcissement des té&omeres (séescence réplicative) et les
dommages de ’ADN causés par des stress génotoxiques comme les rayonnements ionisants
(sénescence accééee) (Figure 17). Deux voies de signalisation sont impliquées dans la

seénescence : la voie p53 et la voie pRb [128, 129].
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Comme décrit précédemment, les 1ésions de I’ADN radio-induites sont déectées et induisent
I’activation de p53, qui a son tour active p21, qui inhibe I'action de la kinase CDK2 et arré&e le
cycle cellulaire en G1 (voir P26). L'activation de p53 et p21 dans les cellules sénescentes n'est
que transitoire, le niveau des proté@nes p53 et p21 diminue apres la mise en place d’arr& de
croissance. Quand I'expression de p21 diminue, un autre inhibiteur de CDK, p16"™** devient
devé ce qui suggere que pl6 peut &re responsable de I'entretien de I'arr& de croissance [131].

La proténe p16"*

assure le maintien de la proténe Rb dans sa forme active, bloquant ainsi
I’activation du facteur de transcription E2F, responsable de la progression en phase S [130]. En

plus, p21 peut activer aussi pRb par I'inhibition de la cycline E/CDK2 [131].

Gr&e ala mesure de I’activité de la B-galactosidase, la sénescence induite par irradiation a éé&
observeée dans des lignés de glioblastomes [132]. La sénescence radio-induite semble survenir

dans les cellules tumorales aprés une exposition ades doses relativement &evees (10 Gy) [130].

La sénescence pourrait favoriser la ré&idive tumorale aprés radiothé&apie, compte tenu des effets
SASP (senescence-associated secretory phenotype) apres irradiation : les cellules séescentes
sereent difféents facteurs tels que des interleukines, des chimiokines, des facteurs de

croissance et des protéses, qui contribuent al’entretien de la tumeur et ala communication
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avec le microenvironnement local [128]. Nous pouvons imaginer que le profil de séré&ion par

les cellules tumorales irradiées peut agir sur d’autres cellules dans le microenvironnement [130].

5.AUTRES EFFETS CELLULAIRES DE L’IRRADIATION

5.1. L’effet « Bystander »

L’effet «bystander >est un effet non ciblédes radiations ionisantes, exercé&sur les cellules non-
irradieées, situées aproximitédes cellules irradiees. Cet effet est un phéomene par lequel des
dommages cellulaires radio-induits (mutations geniques, aberrations chromosomiques, apoptose,
micronoyaux, transformations, etc...) sont exprimés dans des cellules non irradi€es voisines de

cellules irradiées.

Ces derniéres années, quelques éjuipes ont démontrél'existence de 1’effet «bystander >»>(Figure
18). Dans les éudes de Nagasawa et Little [133], des cellules ont &é&exposées aun flux trés bas
de particules o, tel que seulement 1% des cellules ont &étraverséss par les radiations, mais 30 &
50% des cellules de la population présentaient des €hanges de chromatides sceurs, attestant de
I&ions radio-induites. De mé@me, Zhou et al. ont dénontréque les cellules, irradiées avec la
méme source, pouvaient induire un effet mutageéne dans les cellules voisines non directement
irradiées et la communication intercellulaire jouait un rde critique dans ce processus [134].
L’effet «bystander >» dans ce contexte pourrait favoriser I’instabilité génomique et étre a
I’origine des complications tardives en radiothéapie, comme la croissance d'une tumeur

secondaire de la mé&ne origine ou diffé&ente.

Plus reeemment, sur des cellules de m&anome et de leucénie mydode aigue de type 6, I’équipe
de Rzeszowska-Wolny a rapporté que la majorité des modifications transcriptionnelles
changeaient de maniée similaire (augmentation, diminution ou aucun changement) dans les
cellules irradiéss et dans les cellules non-irradiees mais cultivéss dans le milieu conditionnédes
premiees [135]. Przybyszewski et al. ont rapportéune augmentation significative de I'apoptose
dans des cellules non-irradiées apres avoir &éexposeéss aux signaux lib&és par les cellules de
méanome directement irradi€es [136]. Les ré&ultats obtenus par Sedelnikova et al. ont montré
que les cassures double-brin de I’ADN dans les cellules «non-cible >>voisines, sont suivies par
une apoptose accrue et la formation de micronoyaux, et une augmentation de la fraction de
cellules sénescentes [137]. Ce type de communication intercellulaire semble contribuer dans ce

cas, aux effets anti-tumoraux de 1’irradiation.

33



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 18. Effet bystander. Un signal fatal provoqué par irradiation,
déclenchée en une seule cellule est transmise, a travers certaines
mécanismes, a des cellules voisines. Ces cellules bystanding sont, a leur
tour, destiné a mourir sans étre directement visés par les stimuli
cytotoxiques (Extrait de Kandouz, Hopes and Disillusions in Therapeutic
Targeting of Intercellular Communication in Cancer, 2011) [138]

Le transfert des dommages des cellules irradiés aleur voisines non irradiéss, correspondant a
cet effet «bystander >3 peut suivre, d’aprés les nombreuses études, au moins trois voies
difféentes : les jonctions de cellule acellule (gap junctions), par des facteurs solubles ou par

des microveésicules [139].

Azzam et ses collaborateurs [140] ont démontrédans des cultures confluentes de fibroblastes
exposés aux flux bas d'irradiation o, que l'effet «bystander > dépendait de la communication
intercellulaire par les jonctions serrées. lls ont prouveéque les voies mé&aboliques p53 et p21
sont activees, confirmépar une autre éude [141].

Le deuxiéne mésanisme de l'effet «bystander >»>proposéconcerne la séeréion de facteurs dans
le milieu de culture. Une sé&ie d'é@udes suggerent un meeanisme par lequel les cellules irradiées
seeréent des cytokines ou d'autres facteurs qui agissent pour augmenter les taux intracellulaires
de formes réctives d'oxygene dans les cellules non irradiés. lyer et al. ont dénontréque le
milieu de culture issu de cellules irradiés peut induire une augmentation des €hanges de

chromatides soeurs lorsqu'il est utilisépour incuber des cellules non irradiées [142].

De méne, Herok et al. ont trouvéque les cellules cultivées dans un milieu de cellules irradiées,
comparé avec les cellules directement irradiées, montre des changements de transcriptomes,
similaires, en particulier 1'up-régulation de plusieurs transcrits codant les proté&nes qui

soutiennent la prolifé&ation et la survie cellulaire [143].

5.2. Irradiation et invasion

Les cellules tumorales qui parviennent aéchapper a 1’effet 1étal de 1'irradiation s’adaptent pour
acqueéir souvent des propriéés plus invasives : elles prolifeent plus rapidement et montrent un

potentiel migratoire, invasif et angiogénique renforc€[144, 145].
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Ainsi, il a @émontréque l'irradiation de cellule d'hépatome humain augmentait la séeré&ion de
VEGF, stimulait la croissance des cellules in vivo, et favorisait éalement 1’angiogenése intra-
tumorale. Ainsi, la radiothé&apie peut entramer I'excroissance des micro-tumeurs dormantes
[146]. De fan similaire, I’irradiation sublé&ale de xéogreffes de mé&anome humain conduit a
une augmentation du nombre de méastases ganglionnaires par l'induction de I'nypoxie et de la
regulation positive de I’'uPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor), un important

meédiateur de I'invasion des cellules tumorales [147].

invasion

Active
——* MMP2 MMP-3

HGF from
adjacent
irradiated
cells

Figure 19. Schéma représentant l'invasion des cellules tumorales induite par lirradiation (Adapté de Kargiotis, J
Neurooncol, 2010) [70]

Dans les gliomes, des doses sublé&ales induisent la migration et 1’invasion des cellules de gliome,
qui s’accompagnent d’une expression renforcé de l'intégrine ovB3 et de I’expression et
I’activité accrues des méalloprotéases MMP-2, MMP-9, TIMP-2 (tissue inhibitor of
metalloproteinase-2) ; il semblerait que I’irradiation puisse favoriser la réistance al'apoptose en
modifiant &alement le rapport BCL-2/BAX [144, 148]. Park et al. ont éudi€la mé&anisme
possible de I’effet pro-invasif radio-induit. Ils ont montréque I'irradiation augmente la MMP-2
en augmentant son activitédans des cellules déourvues de PTEN fonctionnel et ont impliqué
les voies de signalisation Src/EGFR/p38/Akt et PI3K/Akt [149]. Kil et al. ont montré que
I’irradiation des cellules de glioblastome renforce la sécrétion de VEGF et promeut la mobilité

cellulaire par la stimulation de la voie de VEGFR2 [150] (Figure 19).
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5.3. Irradiation et angiogenése

Un nombre considéable d'éudes soutiennent que l'irradiation ionisante est capable d'am@&iorer
I'angiogenese induite par la tumeur [151], soit par effet direct des rayons X sur les cellules
endoth@&iales, soit par effet indirect résultant de communications intercellulaires complexes.
Comme I’angiogenése est importante pour la proliféation des cellules tumorales, cela peut

probablement expliquer en partie les é&hecs de la radioth&apie.

Geng et al. ont montré que les faibles doses de rayons X (2-3 Gy) peuvent directement
potentialiser 1’angiogenése tumorale dans les GBM [152], en mettant en €vidence une
vascularisation et un flux sanguin plus éevé dans les xénogreffes de glioblastome aprées
radiothé&apie. In vitro, Vincenti et al. ont observéune formation tubulaire plus importante quand
les HUVEC sont irradiées a1l Gy [153]. Sofia Vala et al. ont montré que les cellules
endothéiales HMVEC-L (human lung micro-vascular endothelial cells) irradiées (<0.8 Gy)
montrent une capacitémigratoire renforcée sans effet sur la proliféation ou la survie cellulaire
[154]. In vivo, la méme équipe a trouvé qu’une faible dose peut significativement promouvoir

I’angiogeneése et la croissance tumorale est alors accélérée.

High dose Low dose Fractionated
(single) (single)

Migration / ’ i 1 ND
Proliferation “ i !
Sprouting :r i 1 !

Tube formation ‘ﬁii ND 1 ND

Apoptosis @ =/t

Senescence @ 1

shomum
intussusceptive Sprouting
angiogenesis angiogenesis

ND
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Figure 20. Effets de lirradiation sur les cellules endothéliales et l'angiogenése. ! effet dépend de l'état de
confluence des cellules. Confluent, c'est a dire de quiescence, les cellules sont résistantes a I'apoptose, sous-
confluentes, les cellules deviennent sénescents. Nd = non déterminé (Extrait de Kleibeuker, Drug Resistance
Update, 2012) [155]

36



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Les effets de I’irradiation sur les cellules endothéliales et 1’angiogenése a été résumé dans la

figure 20.

De plus il a été montré que I’irradiation peut induire 1'up-réulation de NOS (Nitric oxide
synthase), qui stimule la migration des cellules endothéiales via la voie de signalisation PI3K
[70].

Kleibeuker et al. ont supposé que ces observations peuvent &re transposés ala situation
clinique, puisque les patients re@ivent souvent la radioth&apie sous forme fractionné araison
de 2 Gy par jour. En outre, les effets pro-angiogéniques de l'irradiation &2 Gy semblent &re
rapides et transitoires, mais la méme dose rét&eé quotidiennement pourrait stimuler
I'angiogenese aplusieurs reprises. Dans le cas oulla radiothé&apie fractionnée ne conduit pas &
I'&imination complé&e de la tumeur, un tel effet pro-angiogéique pourrait contribuer arenforcer
la re-croissance tumorale et les méastases. Cependant, jusqu'a maintenant, il est difficile
d’apporter les preuves cliniques de cette théorie [155].

Outre I’effet direct des radiations ionisantes sur les cellules endoth@iales, plusieurs &udes ont
montré que D’irradiation peut aussi influencer I’angiogenése indirectement. En effet, il est
largement admis qu’en dehors de la communication entre les cellules tumorales irradiés et non-
irradiées, les cellules tumorales exposés aux rayons X peuvent libé&er des signaux qui
influencent les cellules h@e avoisinantes non ciblé [156], telles que les cellules endoth&iales,
néeessaires au processus angiogénique. Les cellules tumorales irradiées peuvent stimuler de
fagn notoire I’angiogénése in vitro mais éalement in vivo dans des tissus humains [146, 157].
Maddirela et al. ont observéque les cellules endothé&iales traitées avec le milieu conditionné
(CM) obtenu apartir de cellules de GBM irradi€a8Gy présentaient une capacit€augmentée a
former des microtubules [158]. Parthymou et al. ont observé que 1’irradiation de cellules de
gliome (C6) aboutissait & 1’augmentation de 1’expression de MMP-2, MMP-9 et de I'int&grine
av, ce qui s’accompagnait d’une stimulation significative de la prolifé&ation et I'invasion des
cellules endoth@diales in vitro, ainsi que de l'angiogenese in vivo [159]. Une é&ude ré&ente
montre que I’irradiation fractionnée (2 Gy x 3) provoque la stabilisation de la proténe HIF-1a,
favorisant ainsi la formation de tubules des cellules endoth&iales et la migration/invasion des
cellules de GBM [160]. De plus, il a @émontrépar diffé&entes éjuipes que la lib&ation de
VEGF, plus devépour les cellules tumorales irradiées, pouvait stimuler la prolifé&ation des
cellules endoth@éiales [145, 161]. Ces ré&ultats signifient que les cellules tumorales survivantes
apres irradiation peuvent initier un é&hange des signaux a 1’origine d’une réponse endothéliale et

angiogénique, qui pourrait favoriser la ré&urrence tumorale.
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En r&sumeé:

L’apoptose, la sénescence et la mort mitotique sont les trois processus possibles de la mort des
cellules apres irradiation. Ces trois types de mort participent de fagn inégale ala perte de la
capacité clonogénique des cellules tumorales apreés irradiation. La propension des cellules &
mourir selon un processus mitotique ou apoptotique conditionne la radiosensibilité En effet, si
la cellule meurt principalement par mort mitotique, I'inhibition d'une ou de plusieurs voies
apoptotiques n'a que peu d'influence sur sa radiosensibilité Les tumeurs qui réondent bien aux

irradiations entrent facilement en apoptose.

Malgrésa capacitéainduire la mort cellulaire selon les 3 modalités pré&é&emment désrites
(apoptose, senescence et mort mitotique), 1’irradiation peut également contribuer a favoriser la
survie cellulaire. Des &udes ont montrépour des cellules survivantes aprés radiothé&apie, une
meilleure capacitéprolifé&ative ainsi que des proprié&és invasives et angiogéniques augmentées,

favorisant de fait la progression tumorale post-irradiation [70, 162].
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PARTIE 3 : MICROVESICULES TUMORALES

Les microveéicules sont des vésicules extracellulaires, petits fragments cellulaires sphé&iques
lib&é& par toutes cellules pendant leur apoptose ou en réponse adiffé@ents stimuli. Elles sont
pré&sentes dans les difféents fluides biologiques des sujets sains et sont retrouvees, en quantité
plus importante, dans de nombreuses pathologies. Elles peuvent jouer un rde clédans la
communication intercellulaire et la propagation de divers messages a travers 1’organisme.
Durant ces vingt derniees années, de nombreuses éudes ont ré&zdéque la plupart des cellules
en culture séreaent des microvesicules, comme par exemple les plaquettes, les cellules
endothédiales, de nombreuses cellules du systéme immunitaire, ainsi les cellules tumorales. Les
microveésicules provenant des cellules tumorales sont définies comme microvésicules tumorales
(TMVs, Tumor-derived microvesicles) [163]. Comme toutes les microvésicules, ces TMVs
fonctionnent comme un méliateur pour 1’échange d’informations intercellulaires. Elles
possedlent un mode de communication intercellulaire particulier appel€ mode“rececrine”. Les
types classiques de communication intercellulaire: autocrine, juxtacrine et paracrine, font appel
ades relations ligand/réeepteurs destinées ainduire une activation ou réonse de la cellule cible.
Dans le mode <«rececrine >3 des réepteurs transmembranaires fonctionnels voire activés
(phosphorylés) peuvent étre transmis de cellules a cellules par I’intermédiaire de ces TMVSs et
aboutir non pas a une activation de la cellule cible mais a 1’acquisition par celle-ci de nouvelles
fonctionnalités voire un changement de phéotype [164]. Il a @&dénontréque par ce mode, les
TMV lib&é&s par les cellules tumorales repré&entent un mediateur important de la
communication de cellule a cellule et ces TMVs sont une partie intégrante du

microenvironnement tumoral [165].

1. POPULATIONS

Il existe plusieurs types de microvésicules tumorales (Figure 21). Les 3 principales populations
sont les exosomes, les "shedding vesicles" et les corps apoptotiques. La distinction entre eux est
basée sur leur biogenese, leurs caracté&istiques morphologiques, leur densité leur contenu

(«<cargo » etc [166].

Les exosomes ont comme origine des endosomes ou des corps multivésiculaires, qui les
contiennent et ont une taille de 30 2150nm ; ils ont une forme particuliee et homogene, ronde
et aplatie au centre ("cup-shaped”, figure.X). Sur gradient de sucrose, ils ont une densité

comprise entre 1.12 et 1.19 g/ml.
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Les "shedding vesicles" sont directement formés & partir de la membrane plasmique des
cellules et ont une taille de 100nm a 1um ; ils ont une forme h&&ogéne et leur densitén’est pas

définie anotre connaissance [167].

Extracellular vesicles
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Figure 21. Représentation schématique des vésicules extracellulaires. La population majeure comprend exosomes,
MV et de corps apoptotiques. Pour simplifier la figure, les cellules ne sont pas représentés a libérer tous les types de
vésicules (Extrait de Gyorgy, Cell. Mol. Life Sci., 2011) [168]

Les corps apoptotiques réultent de la dé&omposition cellulaire et de la fragmentation nucl&ire.
Méme si la plupart des auteurs consideérent que la taille du corps apoptotique varie de 1 a Sum
[169, 170], certains auteurs ont deerit une réoartition entre 500 nm et 5 pm [171]. Des
diffé&ences dans le type cellulaire et les conditions de culture pourraient expliquer ces €earts.

Dans notre travail de doctorat, nous nous focaliserons sur les exosomes et les "shedding

vesicles".

2. BIOGENESE DE MICROVESICULES TUMORALES
2.1. Exosomes

Les exosomes proviennent de la fusion d’endosomes particuliers, appelés corps
multivésiculaires (MVB), avec la membrane plasmique des cellules (Figure 22). Les corps
multivésiculaires (MVB) mesurent 200 &500nm de diamére et sont remplis de vésicules
intraluminales (ILV), d’une taille de 30 a 100nm. Ces vé&icules intraluminales proviennent du

déachement de la partie vacuolaire des endosomes pré&oces pré&urseurs des MVB [172].
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Figure 22. Schéma représentatif de la biogenese des exosomes (Adapté de Boborie, Traffic, 2011) [172]

Les MVB contiennent des lipides et des proté&nes, comme des sphingolipides, c&amides et le
cholesté&ol ; des téraspanines comme le CD63 [173]. Les MVB peuvent soit fusionner avec les
lysosomes pour déruire des véicules intraluminales et leur contenu, soit fusionner avec la
membrane plasmique, pour déverser a 1’extérieur les veésicules intraluminales (figure. 22). Ces
vé&icules intraluminales une fois retrouveées dans les fluides extracellulaires sont appelées
exosomes. Ces derniers sont porteurs de proté@nes soit provenant de ’appareil de Golgi, soit

internalisées par endocytose [172].

La formation des veésicules intraluminales (ILV), est une &ape essentielle. Concernant les
meeanismes, les principaux font appel aux Endosomal Sorting Complexe Required for
Transport (ESCRT).

Tetmspanin
(CD63CTY)

Figure 23. Schéma simplifié de la formation des ILV (Extrait
de Akers, Journal of Neuro-Oncology, 2013) [174]
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Il existe 5 complexes diffé&ents : ESCRT 0, I, Il, 11 et VVsp4 (Vascular protein sorting-associated
protein 4). A la surface de I’endosome précoce ou du MVB, ’ESCRT-I recrute Tsg101 pour
former un complexe qui recrute ESCRT-III par I'intermé&diation d'Alix, une proténe qui se lie a
la fois ala Tsgl01 et & ESCRT-III [175]. ESCRT Il ainsi recrut& permettrait la cission de la
membrane plasmique [174] (Figure 23).

Diffé&entes moleéules peuvent influencer le processus de formation des ILV.

Ainsi, les c&amides, provenant du clivage des sphingomyé&ines, sont des lipides avec une forme
en cGne, dont la présence pourrait incurver la membrane et aboutir ala formation des vésicules
intraluminales (Figure 22) [176].

Le LBPA (lysophosphatidic acid) et Alix quant &eux peuvent modifier la fonction des rafts
lipidiques et influencer la courbure membranaire. 1l a été démontré qu’un anticorps contre le
LBPA désorganise la morphologie des MVB [177], que I’ajout d’Alix sur des liposomes riches
en LBPA inhibe fortement la géné&ation des ILV, que in vivo, la déplétion d’Alix par des siRNA
réluit le nombre des endosomes [178] et que la délé&ion en Tsgl01 par des siRNA diminue de
40% la formation des vésicules intraluminales [179].

Figure 24. Fusion des MVB avec la membrane plasmique et morphologie des exosomes. A. dans la MVE, les billes
d’or sont proches des petits corps denses de ~50nm qui sont a l'intérieur de MVB de taille entre 300-500nm. B.
Exocytose des petits corps denses marqués avec billes d’or vers I'extérieur cellulaire. (Extrait de Pan, the journal of
Cell Biology, 1985). C. Visualisation par microscopie électronique des exosomes. Les exosomes apparaissent sous
forme de coupe (cup-shaped) de diametre compris entre 50 et 100 nm (Extrait de Fevrier, Curr Opin Cell Biol, 2004)
[180]

Des 1985, les premieres images de 1’exocytose de vésicules intraluminales d’une cinquantaine
de nanométres sont observées en microscopie éectronique [181]. Les auteurs observent que
certains MVB fusionnent avec la membrane plasmique, et libeent ainsi dans le milieu
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extracellulaire les ILV appelés alors exosomes de 50 & 100nm portant des transferrines
marqués avec les billes d’or (Figure. 24).

2.2. Shedding vesicles

La formation de "shedding vesicles" est tres diffé&ente, elle est le réultat d’une interaction
dynamique entre la redistribution des phospholipides et la contraction des proté&nes du
cytosquelette.

La distribution des proténes et des phospholipides dans la membrane plasmique n’est pas
uniforme et forme des micro-domaines. Dans une membrane plasmique normale, le feuillet
interne est riche en phosphatidyl-s&ine et phosphatidyl-&hanolamine, le feuillet externe en
phosphatidyl-choline et sphingomy@ine. Cette distribution asymetrique est sous le contrde de 3
enzymes [182] (Figure 25): 1 - les flippases qui pompent spe&ifiqguement les
aminophospholipides de type phosphatidyl-s&ine du feuillet externe vers le feuillet interne.
Elles sont inhibés par augmentation du Ca*" intracellulaire ; 2 - les floppases qui est une pompe
qui transfert les phosphatidyl-cholines du feuillet interne vers le feuillet externe. de la membrane.
Elles sont dépendantes de I’ATP; 3 - les scramblases qui favorisent la redirection non
spe&ifique bidirectionnelle des diffé&ents phopholipides pour les ré&fuilibrer a travers la

membrane. Elle est activée par augmentation du Ca?*.

Flippase Floppase Scramblase

vl o

©® PS, PE @ PC, SL @ Cholesterol

Figure 25. Fonctions de flippases, floppases et scramblases dans la membrane plasmique (Extrait de Clark, Nature
Immunology, 2011) [182]

En situation de stimulation cellulaire, il existe une augmentation significative et soutenue de

* cytosolique qui stimule les scamblases et les floppases mais inhibe les flippases. Une
translocation rapide de phosphatidyl-s&ine et phosphatidyl-é&hanolamine se produit depuis le
feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane plasmique, suivie d'un influx lent de la
phosphatidyl-s&ine vers le feuillet interne, produisant un dé&eguilibre phospholipidique

transitoire dans 2 feuillets membranaires [183, 184].
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Figure 26. Mécanismes proposés pour la formation des "shedding vesicles" dérivés d'une membrane. Gauche,
formation de shedding vesicles par une augmentation des niveaux de calcium intracellulaire responsable de
I'activation de la scramblase et du passage de la phosphatidylsérine de l'intérieur vers I'extérieur de la membrane
plasmique. La perturbation du cytosquelette a également été observée (Extrait de Turturici, American Journal of
Physiology, 2014). Droite, formation via ARF6 qui peut initier ERK phosphorylation afin de déclencher la libération
de "shedding vesicles" (Extrait de Akers, Journal of Neuro-Oncology, 2013) [174]

L’asymétrie dans la membrane plasmique entraine des tensions responsables de la formation de
bulles membranaire qui permettent de former des vésicles. La vésiculation est facilitée par la
contraction de proténes contractiles et par la rupture Ca**-dépendante du réeau protéque du
cytosquelette. En effet, le Ca®* contribue &la rédrganisation du cytosquelette en activant des
protéases cytosoliques qui clivent la taline et ’activine et ainsi induisent une rupture du

cytosquelette permettant la vésiculation.

Il a @édémontréque dans un modée de mé&anome, la surexpression de GTP-binding protein
ADP-ribosylation factor 6 (ARF6), conduit aune seéréion accrue de "shedding vesicles". La
forme activée de I’ARF6 initie une cascade de signalisation qui recrute la kinase ERK
(extracellular signal-regulated kinasee), qui ason tour phosphoryle et active la kinase MLCK
(myosin light-chain kinase), qui dé&lenche la libé&ation de "shedding vesicles” (Figure 26). Fait
int&essant, cette cascade de signalisation ne modifie pas significativement la lib&ation des
exosomes, confortant le fait que la biogenése des "shedding vesicles" et des exosomes sont
distincts [185].
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3. REGULATION DE LA LIBERATION DES MICROVESICULES TUMORALES

Diffé&entes &udes ont montré que diffé&ents facteurs mé&aniques, chimiques et biologiques
stimulent la lib&ation des diffé&ents types de microvésicules tumorales, nous en avons pr&isé

certains (Tableau 5) :

Tableau 5. Liste non-exhaustive des facteurs modifiant la libération des exosomes et "shedding vesicles"

d’aprés la littérature.

Population Factures Référence
Exosomes Calcium intracellulaire Savina, 2005; Qu, 2009; Hoffman, 2009
Rab11 Van Blitterswijk, 2003
Cholestérol Faure, 2006; Liorente, 2007
Voie de NFkB Arita, 2008
PH acide Parolini, 2009
Détachement des cellules adhérentes Koumangoye, 2011
GTPase RhoA Li, 2012
Hypoxie King, 2012
Rab27a Borbie, 2012; Peinado, 2012
Héparanase Thompson , 2013
Irradiation Yu, 2006; Lehmann, 2008; Arscotte, 2013

Shedding vesicles

Temozolodmide
Platelet-derived growth factor

Force de cisaillement

ATP

Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate(PIP2)
Calcium intracellulaire
Cytokines comme TNF-q, IL-1
C5b-9 complexe

EGFRvlII

Hypoxie

Irradiation

Cholestérol

ARF6

Shao, 2012
Lopatina, 2014

Barry, 1999
Frenkel, 1986

Raucher, 2000; Flaumenhaft, 2006
VanWijk, 2003

Ratajczak, 2006

Ratajczak, 2006

Al-Nedawi, 2008

Wysoczynski, 2009

Wysoczynski, 2009
Muralidharan-Chari, 2009
Muralidharan-Chari, 2009

-Plusieurs éudes suggérent trés fortement que le calcium intracellulaire jouerait un rde

important dans 1’étape de fusion des MVB avec la membrane plasmique et la sé&réion des

exosomes [186], ainsi que lors de la vésiculation des shedding vesicles [187]. Il a &&démontré

que I’utilisation du ’EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid) en bloquant I’augmentation du

calcium cytosolique diminue la lib&ation de microvésicules [187].

- La condition hypoxique peut stimuler aussi la lib&ation des deux types de microvésicules [188,
189]. Des traitements anticancé&eux peuvent aussi affecter cette lib&ation. Deux éjuipes ont
montréque la séescence induite par irradiation peut activer le p53 qui peut lui-méne stimuler
la lib&ation des exosomes [190, 191]. L’irradiation peut aussi induire 4 fois plus la lib&ation de

shedding vesicles [188]. Par ailleurs, Shao et al. ont montréque le Temozolomide a 100uM et
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250uM peut diminuer respectivement de 40% et 50% la lib&ation des exosomes [192].

Le bourgeonnement a lieu ades endroits speeifiques de la membrane : les rafts lipidiques sont
importants pour ’initiation du bourgeonnement. Il a en effet &&démontréque la dél&ion

pharmacologique en cholesté&ol inhibait le bourgeonnement des shedding vesicles [193].

4. COMPOSITION DES MICROVESICULES TUMORALES

Les deux types de microvésicules ont un structure de bicouche lipidique et portent un large
répertoire d’informations, comprenant des proténes (par exemple, des cytokines, des ré&epteurs
membranaires, des ré&epteurs et des ligands), des acides nucléques (par exemple, I'ADN,
I'ARNm, I'ARN non codant), et des lipides. Leur contenu reflée géné&alement la nature et le

statut de la cellule d'origine. lls ne contiennent pas d’organites.
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Figure 27. Nombre d’études, d’investigations, et des différents contenus des microvésicules d’aprés la base de
données EVpedia (http://evpedia.info).

Il'y a des bases de donnés qui pre&eisent les compositions des microveésicules : la base Exocarta,
renommeée Vesiclepedia en 2012, concerne les exosomes; la base EVpedia concernent les 2
populations microveésiculaires. En avril 2014, plus de 74,696 proté@nes, 534 lipides, 74,430

ARNmM et 18,119 microARN avaient é&eidentifiees dans diffé&ents microvesicules provenant de
46


http://evpedia.info/

INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

difféents types de cellules d’aprés cette base de donnés EVpedia (Figure 27,
http://evpedia.info).

Ainsi les microvéicules sont des cargos permettant de transporter des prot&nes communes ou

tumorales ainsi que des ARN.
4.1. Cargos protéques

4.1.1 Cargo commun
- Exosomes [194]

De nombreuses proté@nes sont retrouvéss dans les exosomes. Certaines sont spe&ifiques du type
cellulaire, d’autres sont communes a tous les exosomes quelle que soit la cellule qui les séréte.

Dans la litté&ature, les principales proténes déerites sont les suivantes (Figure 28).
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Figure 28. Constituants protéiques des exosomes, y compris les tétraspanines, des protéines de la formation des
corps multivésiculaires, des molécules transmembranaires, des protéines de la présentation des antigénes, des
enzymes, des protéines anti-apoptotiques, des molécules d'adhésion, des protéines de transduction du signal,
cytosquelette des protéines, des protéines de choc thermique, les radeaux lipidiques et le transport membranaire et
des protéines de fusion (Extrait de Natasha, Clinical therapeutic, 2014) [195]
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- des intégrines : a4B1

- des téraspanines : CD63, CD81

- les molécules impliquées dans la présentation d’antigene : MHC | et MHC 1

- des chaperons : Hsp70, Hsp90

- des molé&ules du cytosquelette ou associ€es au cytosquelette : Actine, Tubuline,
- des proténes de signalisation intracellulaire : 14-3-3, ERK2

- des prot@nes impliquées dans le trafic membranaire :  Rab, et des Annexines

- des prot@nes impliquées dans la voie endocytaire : Alix, la clathrine, Tsg101

- des enzymes du méabolisme cellulaire: pyruvate Kinase.

Parmi les prot@nes recensés dans les exosomes, on peut souligner celles qui sont
spe&ifiqguement concentrés dans les fractions exosomales par rapport aux autres veésicules
seréeées par les cellules : hsp70, Alix, CD63 (téraspanine), et Tsgl01. Ces proté&nes sont
impliquées dans les mécanismes de formation des ILV a I’intérieur des MVB. Dans les éudes,

ces proté@nes sont ainsi classiquement utilisées comme marqueurs speeifiques des exosomes.
- Shedding vesicles

La présence des proténes dans les "shedding vesicles" est séective en fonction du type
cellulaire, ainsi que du site du bourgeonnement. Des proténes speeifiques peuvent &re inclues
ou exclues de la membrane, ce qui conduit aune expression globale diffé&ente de proténes de
celle de la surface des cellules d’origine [196]. Par exemple, les vésicules lib&és par les
leucocytes polymorphonuclé&ires (PMC) expriment la séectine, les inté&rines, mais pas le
CD14, les vesicules libéeés par les monocytes sont chargees avec de I'IL-1p [165].
L’expression de EGFRvIIl est trouvé dans les microveésicules issues des glioblastomes
[164].Ces exemples montrent que le transfert de molé&ules dans les "shedding vesicles” est un
processus séectif, leur confé&ant des propriéé et des rdes fonctionnels qui difféent de ceux
de leurs cellules parentales [165]. Jusqu’a maintenant, un marqueur speeifique de "shedding

vesicles" reste inconnu.
4.1.2. Cargo tumoral

En plus des cargos proté@ques communs; les microvésicules d’origine tumorale (TMV)
contiennent des antigénes tumoraux ou des réepteurs tumoraux provenant des tumeurs apartir
de laquelle elles sont dé&ivess, tels que le carcinoembryogenic antigen (CEA), le human
epidermal growth factor receptor 2 (Her2), et PEGFRVIII (glioma) [197]. Par ex, les exosomes
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provenant des cellules de carcinomes du systé@me Oto-rhino-laryngologique ou de cellules
dendrites normales portent des marqueurs communs comme CD63 et LAMP-1, mais seuls les
exosomes tumoraux portent le FasL et TRAIL (tumour-necrosis-factor-related apoptosis-
inducing ligand) [198]. Whiteside et al. ont conclu que les exosomes tumoraux sont enrichies en
TAAs (tumour-associated antigens), MHC | et MHC II, facteurs de croissance comme EGFR ou
HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2), ainsi que Fas, TRAIL etc [199] (Figure 29).

PDL-1

Figure 29. Schéma montrant certaines protéines et des lipides généralement présents dans les TMVs (Extrait de
Whiteside, Biochemical Society Transactions, 2013) [199]

Tableau 6 : Liste non-exhaustive des études du profil protéomique des microvésicules tumorales issues de différents
cancers.

Origine of TMV Comments Reference
Colorectal cancer cell 957 proteins Choi, 2011
(HT29)
Lung caner cell Totally 264 proteins identified, Park, 2013
(pleural effusion) Enrichment of proteins related to EGFR

sighaling
Prostate cancer cell Specific proteins: Tetraspanin CD151 and the Sandvig, 2012
(PC-3) glycoprotein CUB domain-containing protein 1
Melanoma cell 41 Proteins identified Mears, 2004
Breast adenocarcinoma HER2 identified Koga, 2005
(BT-474,MDA-MB-231)
GBM:
U373 EGFRVIII, Al-Nedawi, 2008
Multiple lines EGFR, EGFRvIII, TGF-R Graner, 2009
ug7 VEGF-A Skog,2009
Cell lines and samples EGFR, EGFRvIIl, PDPN, IDH1 Shao, 2012
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Par ailleurs, différentes études se sont focalisées sur I’analyse protéomique des microvésicules
provenant des cellules tumorales ou du liquide corporel des patients atteints de diffé&ents types
de cancers, tel que le cancer colorectal [200], le cancer du prostate [201], le cancer du poumon
[202], le glioblastome [203], nous avons r&sumeédans le Tableau 6 les résultats de certaines
éudes.

Dans le Glioblastome, on constate que, la proté&ne marqueur la plus connue et la plus speeifique
est le recepteur EGFRvVIII qui a é&éidentifiée dans les TMV provenant ala fois des lignées
cellulaires et du sé&um de patients [164, 192, 203]. EGFRvIII semble &re un excellent
biomarqueur. VEGF-A a aussi é€&identifié¢ dans les GBM par 1’¢étude de Skog [204].

4.2. Cargo d’ARN

Les microvéicules contiennent de I'ARN, qui permet le transfert intercellulaire de messages
généiques. Les types d'’ARN initialement deéouverts sont ARN messager (ARNmM) et
microARN (miARN). Actuellement, il y a un int&é& croissant pour l'analyse du transcriptome

complet des microveésicules, avec les progres rapides de la technique [205].

Concernant les microvésicules tumorales, des éudes ont focalisésur le profil transcriptomique

de ce type de microvésicules (Tableau 7).

Tableau 7. Différentes études sur le profil transcriptomique des TMVs (adapté de Choi, proteomic, 2013) [206]

Origine of TMV Type of RNA Reference
Colorectal cancer cell MRNA Hong, 2009
(SW480) miRNA Oshima, 2010
Breast cancer cell mRNA Lau, 2012
(MDA-MB-231)

Pancreas cancer cell mRNA Nazarenko, 2010
liver cancer cell (HepG2) miRNA Wang, 2010
Lung cancer cell mMiRNA Wang, 2010
Glioblastome:

us7 mRNA (EGFRvIIl)  Skog, 2009
Serum of patient RNA Noerholm, 2010
U251 miRNA Li, 2013

Dans le GBM, Skog et al. ont trouveéque les cellules de GBM en culture séréent des exosomes

contenant des mARN, qui peut avoir un effet sur d’autres cellules [204].
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Li et al. ont montréque les microvésicules de GBM (U251) sont majoritairement des exosomes
et abritent des ARN codants et non codants dans des proportions diffé&entes des cellules
d’origine. Les TMV montrent un appauvrissement relatif en miARN par rapport aleurs cellules
d'origine, mais sont enrichis de nouveaux miARN, dont la fonction est mal connue, comme
miR-451[207].

Noerholm et al. ont montrédes modifications du profil transcriptomique des microvésicules
issues des s&ums provenant des patients atteints de GBM par rapport acelles issues de s&ums
témoins. Dans I'ensemble, le taux en ARN dans les TMV de patients atteints de GBM éait plus
deveéque dans les contrdes sains, mais I'ARN supplénentaire éait principalement de taille
<500 nt. [208].

5. CONTACT DE MICROVESICULES AVEC DES CELLULES CIBLES

Ces microvésicules peuvent interagir avec d’autres cellules appelées cellules receptrices (Figure

30).
Nucleus
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ER RhoA
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TRENDS in Molecufar Medicine

Figure 30. Processus de l'interaction intercellulaire par les exosomes. Les cellules libérent des exosomes et des
shedding vesicles qui peuvent étre internalisées par les cellules cibles. L’internalisation comprennent 3 modalités :
par interactions ligand/receptor, par fusion avec la membrane des cellules cibles, ou par endocytose. (Adapté de
Vader, Trends in molecular medicine, 2014)[167]
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Des mises en évidences directes ou indirectes proposent que les microvésicules peuvent soit &re
fixées sur la membrane cellulaire réeptrice [209], et induire I’activation en aval des voies de
signalisation ; soit &re internalisés ou incorporéss par les cellules réeptrices par diffé&ents
meeanismes possibles : endocytose ou fusion directe avec la membrane cellulaire. Ici, nous nous
focalisons sur les meéanismes de I’internalisation. Une revue ré&ente a bien ré&umé ces
diffé&entes procé&lures [210].

L’internalisation de microvésicules peut étre extrémement rapide dés 15 minutes apres la mise
en contact. Il a &é& montré que lorsque les cellules sont incubés a 4<C, leur capacité
d’internalisation est consid&ablement ré&luite, suggé&ant que c’est un processus neeessitant de
I'énergie [211, 212], ceci est confirmé par 1’observation que les microvésicules ne sont pas
incorporées par les cellules fixées en paraformaldényde [213].

L’incorporation dans des cellules ré&eptrices peut &re directement visualisé par cytomérie en
flux ou microscopie confocale, les microveésicules pouvant &re marqués avec un colorant
fluorescent marquant les lipides membranaires, comme PKH67, Dil, DiO qui sont lipophiles et
n’affectent pas I’internalisation de MV ; ou avec des composé chimiques comme CFSE ou
CFDA [211].

5.1. Fusion directe des TMVs avec les cellules réeptrices

La fusion des bicouches lipidiques des TMV avec les cellules réeptrices est la rencontre de 2
membranes distinctes. Lorsque les bicouches lipidiques sont aproximité les feuillets ext&ieurs
sont en contact direct ce qui conduit &la formation d'une tige d’hemi-fusion avec 2 feuillets
exté&ieurs fusionné. Ensuite, I'expansion de la tige d'hémi-fusion produit un diaphragme apartir
duquel un pore de fusion s'ouvre. En conségjuence, deux noyaux hydrophobes se méangent en
formant une structure cohé&ente [214] . Cette fusion est renforceée sous condition acide [215] et

la composition du "raft lipidique " de la membrane est favorisante [216].
5.2. Endocytose

Le mode principal de I’incorporation des microvésicules avec les cellules ré&eptrices est
I’endocytose. Il y a 3 types différents : I’endocytose médiée par la clathrin, la phagocytose et la
macropinocytose (Figure 31).

-Les vésicules recouvertes de clathrin déorment lors de leur contact avec la cellule réeptrice, la

membrane qui s'effondre alors en formant un bourgeon vésiculaire qui mdrit puis est lib&évers
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P’intérieur cellulaire. Le clathrine est ensuite diminé& de la surface de la vé&sicule intracellulaire

formé qui peut alors fusionner avec I'endosome pour y déverser son contenu [217].
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Figure 31. Principales voies d’internalisation des microvésicules dans les cellules réceptrices. (Extrait de Ann
Mulcahy, Journal of Extracellular Vesicles, 2014) [210]

-La phagocytose a lieu via des réeepteurs et implique la formation progressive d'invaginations
autour de la microveésicule & l'internalisation, avec ou sans la participation d’extensions

enveloppantes de la membrane plasmique (comme pour macropinocytose) [218].

-La macropinocytose implique la formation d’invaginations membranaires dans lesquelles
peénerent les microvéscules. Les vésicules qui en réultent sont libéré vers 1’intérieur cellulaire
et transportent &jalement le liquide extracellulaire et les composants provenant de la région

autour de la membrane [219].
Ces mé&sanismes peuvent &re facilités ou inhibés.

Les microvésicules sont enrichies en phosphatidyl-sé&ine sur leur membrane externe. Ainis, la
phosphatidyl-sé&ine exposé& peut se lier sur des cellules réeptrices ases réepteurs, comme

Tim1, Tim4 ou BAIL, ce qui facilite I'entré des microvésicules dans les cellules. 1l existe une
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analogue concurrentiel soluble de la PS [220] et I'annexine-V (une prot&@ne qui se lie PS) [164,
221] qui reduisent I'absorption des vésicules extracellulaires par les cellules réeeptrices.

L’interaction de certaines proténes peut aussi jouer un rde. Nazarenko et al. ont montréque les
cellules sur-exprimant Tspan8 (une membre de la famille des té&raspanines) lib&ent des MV
portant un complexe Tspan8-CD49d, qui peut contribuer a I’absorption des MV par les cellules

endoth@&iales aortiques [222].

Par ailleurs, I’endocytose est aussi dépende du type cellulaire. Le transfert des shedding
vesicles aux monocytes est compléement dépend du calcium, alors qu’il ne 1’est pas pour leur
transfert aux cellules B. Un anticorps anti-annexin V peut significativement diminuer le transfert

aux monocytes, alors qu’il n’a aucun effet sur le transfert aux lymphocytes B [223].
6. FONCTIONS DES MICROVESICULES TUMORALES
Les microvésicules tumorales ont de nombreuses fonctions

6.1. Progression tumorale

La lib&ation de TMV peut affecter le phénotype et la fonction des cellules ré&eptrices sans un

contact direct cellule-cellule [224].

Tableau 8. Protéines portées par les TMVs et leur fonction potentielle dans la progression tumorale (Extrait de

Muralidharan-Chari, Journal of Cell Science, 2010) [193].

Protein type

Proteins of interest

Functional significance

References

Soluble Proteases (MMP2, MMP9, ECM degradation upon rupture of released  {Angelucci et al., 2000; Ginestra et al., 1998; Baj-
uPA) microvesicles Krzyworzeka et al., 2006; Sidhu et al., 2004)
VEGF Promotes angiogenesis (Baj-Krzyworzeka et al., 2006; Taraboletti et al., 2006;
Kim et al,, 2002)
Membrane Bl integrin ECM attachment (Dolo et al., 1998; Muralidharan-Chari et al., 2009a)
associated Proteases (MTIMMEP, ECM modification and MMP activation (Hakulinen et al., 2008; Giusti et al., 2008; Taraboletti et
Cathepsin B) al., 2006; Dolo et al., 1998)
MHC-class | Mot defined. Antigen presentation? (Dolo et al., 1998; Muralidharan-Chari et al., 2009a;
Baj-Krzyworzeka et al., 2006)
EGFR Receptor tyrosine kinase signal transfer (Al-Nedawi et al., 2008)
YVAMP3 v-SNARE (Muralidharan-Chan et al., 2009a)
ARF6 Regulation of microvesicle release (Muralidharan-Chari et al., 2009a)
HER2 Receptor signal transfer (Sanderson et al., 2008)
TNFL6 (FasL) Immune evasion, promotes T-cell apoptosis  (Andreola et al., 2002; Huber et al., 2005; Kim et al., 2005)
LMP-1 Immune evasion; inhibits leukocyte (Flanagan et al,, 2003)

CDI4T/EMMPRIN

Tissue factor

proliferation
Proangiogenic activity and ECM degradation
either direetly or by activating proteases
Thrombus formation, activation of cancer
stem cells

(Millimaggi et al., 2007; Baj-Krzyworzeka et al., 2006;
Sidhu et al., 2004)
(Zwicker et al., 2009; Milsom et al., 2007)

MUCI Mot defined. Facilitates thrombus formation  {Tesselaar et al., 2007)
by increasing plasma viscosity”
Cytoskeleton Actin Mot defined. Cortical microvesicle skeleton?  (Charras et al., 2005, Paluch et al., 2005; Muralidharan-
associated Chari et al.. 2009a)
Myosin Pinching of vesicle neck during release of (McConnell et al,, 2009; Muralidharan-Chari et al., 2009a)

microvesicles
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Les TMV facilitent le transfert de messages inter-cellulaires, comme des proténes solubles, des
acides nucléques, des proténes transmembranaires, des ré&epteurs de chimiokines, le facteur
tissulaire, et des recepteurs de tyrosines kinases impliqués dans de nombreux aspects de la

progression tumorale (Tableau 8 ; Figure 32).
6.1.1. Survie cellulaire

- Echappement a ’apoptose :

Doormaal et al. ont conclu que les cellules se protéegent de 1’apoptose en libérant des TMV
contenant la caspase-3 et on peut constater que les cellules dont les MV sont issues ne
contiennent plus de caspase-3 [225]. Si la libéation de MV est inhibe, les cellules accumulent
la caspase-3 et entrent en apoptose [226].

- Echappement au systéne immunitaire :

Les TMV peuvent proteger les cellules tumorales du systéme immunitaire par diffé&ents
meéanismes. Les exosomes tumorales contenant CD46, un inhibiteur membranaire du
complément, peuvent inactiver les complexes du complé@nent et ainsi permettre ala cellule
émettrice d’&happer ala lyse cellulaire [227]. Les exosomes tumorales peuvent aussi fusionner
avec les monocytes afin d’inhiber leur diffé&enciation en cellules présentatrices d’antigéne [228].
Sur les lymphocytes, en expriment le ligand de Fas (FasL), les exosomes induisent I'apoptose
des lymphocytes T activés [229], ou elles peuvent ré&luire la phosphorylation de ERK, STATL,
STATS3 dans les lymphocytes T et inhiber leur prolifé&ation [230]. Sur les cellules NK (Natural
Killer), les TMV ré&ulent & la baisse l'activité cytolytique des NK en induisant la
phosphorylation de Smad [231]. Les cellules cancé&euses peuvent éjalement fusionner avec des
microvéicules provenant de cellules non-cancé&euses, recevant ainsi des lipides et des proté@nes
membranaires spe&ifiques aidant la cellule tumorale &éhapper au systéme immunitaire [225].
Les TMV provenant des cellules de méanome ou de cancer colorectal peuvent promouvoir la
diffé&enciation des monocytes en myeloid-derived suppressor cells (MDSC) et inhiber la
proliféation des lymphocytes T et &alement leurs fonctions effectrices et donc empé&her la

réponse immunitaire anti-tumorale [228].
6.1.2. Invasion

-La modulation de la Matrice Extracellulaire (ECM)
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Le remodelage de la matrice extracellulaire et des modifications dans 1’interaction cellule-
cellule et cellule-matrice extracellulaire sont les premiers obstacles qui doivent &re surmontés

pour permettre ala cellule cancé&euse de migrer [193].

Dans les cellules du fibrosarcome et du mé&anome, il a @émontréque MT1-MMP est excréé
dans les exosomes qui pourraient alors activer la pro-MMP-2 pour dégrader le collagene et la
géatine [227]. Les exosomes des cellules d’adénocarcinome pancré&tique, sont enrichies en
UPAR, MMP2, MMP3, MMP9, MMP14, and ADAML17, et peuvent efficacement deégrader les
proténes de la matrice extra-cellulaire comme le collagéne I, le collagene 1V, la laminine 111,
la laminine 332, et le fibronectine. Par conseguence, in vitro, avec 2 tests de migration
(transwell assay et wounding-healing assay), les auteurs ont observéune augmentation de la
migration des fibroblastes, des cellules stromales et des cellules endoth@&iales. In vivo, des

résultats similaire ont &é&observés avec une fené@re de Matrigel implanté& en sous-cutan€[232].
- Prolifé&ation et invasion de cellules tumorales

Les TMVs sont géné&alement considéées comme pro-tumorigéniques [233]. Elles peuvent
transfé&er des informations (les oncogenes inclus) vers des cellules tumorales autour pour
changer leur phéotype. Les exosomes lib&ées par des cellules de cancer du sein peuvent
significativement stimuler la capacité de I’invasion (25%) d’une autre lignée; les exosomes
sé&iques des patients par rapport aceux des individus té@noins, ont aussi un effet pro-invasif (2

fois plus) pour les cellules du cancer du sein [234].

Dans les gliomes, Al-Nedawi et al. ont montréqu’un réepteur oncogene EGFRvVIII, qui se
trouve exclusivement dans les tumeurs de gliome plus invasifs, a éétransfé&eéaux cellules de
gliome non-invasif par les exosomes tumorales. Par consé&juent, les cellules réeeptrices
montrent une activation de deux les voies de signalisation MAPK et Akt, et les modifications de
I'expression des genes régulés par EGFRvII (VEGF, Bcl-XL), conduisant ala transformation

morphologigue et une augmentation de la croissance [164].

Avec les cellules de GBM (A172), McCready et al ont trouvéque leurs exosomes portant le
heat-shock protein 90 (HSP90) peuvent stimuler 2-3 fois la migration de cellules tumorales
[235]. Les exosomes provenant de U87 stimulent la migration des U87 par renforcement de
I'activation du neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1 (TrkA), Paxillin, et proto-oncogene

tyrosine-proténe kinase Src dans des cellules réeeptrices [236].
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Figure 32. Représentation schématique des processus affectés par les TMV dans le cancer. Les cellules tumorales
affecter la fonction des cellules stromales par la libération des TMV. TMV peuvent contribuer a la dégradation de la
matrice exctracellulaire (1), la propagation du phénotype transformé de (vert clair) des cellules transformées a
environnantes (vert foncé) des cellules non transformées (2) et la capacité des tumeurs d'échapper a la surveillance
immunitaire (3). En plus, les cellules stromales, telles que des cellules de fibroblastes peuvent étre la cible de TMV
(4). Les TMV stimulent la réponse angiogénique endothéliales (5) et peuvent entrer dans le systéme circulatoire et
atteindre les organes éloignés, c’est-a-dire la métastatiques (6). (Adapté de Vader, Trends in molecular medicine,
2014) [167]

In vivo dans un modée orthotopique du cancer du sein chez les souris nudes, Suetsugu et al. ont
observeéque les cellules tumorales avec des exosomes marquéss peuvent libé&és ces exosomes
dans leur environnement extracellulaire, et 4-5 semaines apres, les cellules méastasent vers les

poumons chez la souris nude [237].
6.1.3. Angiogenese

Les TMV ont un effet important sur 1’angiogenése qui est un processus essentiel pour la

tumogenese et la ré&urrence tumorale. Les TMVs peuvent entrainer un phéotype angiogénique
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des HUVEC in vitro, et cet &eéement est strictement corrdé&avec ’enrichissement relatif en
CD147 | EMMPRIN (extracellulaire matrice méalloproté&se inducteur) sur HUVEC [238].

Une &ude a montréque les TMV isolées a partir du liquide d’ascite prélevée chez des patients
atteints de cancer de l’ovaire pourraient favoriser la migration de cellules endoth@&iales et

moduler leur capacitéangiogénique. [239].

Wysoczynski et al. ont montréque les TMV libé&é&s par les cellules du cancer du poumon
augmentent significativement la vascularisation sur Matrigel implanté sous-cutané chez les
souris immunodéressives [188]. Lorsque les cellules endothéiales ont &&incubées avec des
exosomes de mé&anomes malins, la voie de signalisation PI3K/AKkt est activeée, et la motilitédes
cellules endothédiales est renforcé in vitro, et la longueur totale du tubule sur Matrigel &ait

1,37 fois plus éeve in vivo [240].

Les TMVs des cellules souches cancé&euses réales (CD105 positives) contiennent des miRNAs
impliqués dans la progression tumorale et stimuler la formation de vaisseaux sanguins de
cellules endothdiales lors de I'implantation dans I’immunodéicience combiné& (SCID) chez la

souris sé&vere [241].

Les lipides dans les microvésicules peuvent influencer 1’angiogenése. La sphingomyéine, un
composant essentiel identifiédans les microvésicules venant de cellules de fibrosarcome, avec
EGFR, apporte la propriéé de stimuler la migration et 1’angiogenése par les cellules
endoth@&iales [242].

Dans le GBM, il a @émontréque les TMVs provenant des cellules de GBM peuvent modifier
I’expression des génes dans les cellules endoth&iales microvasculaires ceréorales humaines

apres exposition pendant 24h [207].

Des expé&iences in vitro sous hypoxie ont montréque les TMVs (exosomes) provenant des
cellules de GBM et d’&hantillons de patients ont montréun enrichissement en ARNm et en
proténes ré&gulées par I'hypoxie, telles que les MMP, IL-8, PDGF, caveésline-1 ; par cons&juent,
ces TMVs peuvent stimuler le bourgeonnement microvasculaire, et &alement la formation de
tubules par les HUVEC, et in vivo chez des modde xénogreffe, ces exosomes accéeent la

vascularisation tumorale [243].

En plus, les TMV de cellules de cancer du poumon stimulent la lib&ation de certains facteurs
comme IL-8, VEGF, LIF, OSM, and IL-11 et MMP-9 dans les fibroblastes qui peuvent

potentiellement modifier I’angiogenése tumorale [188].
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Les cellules endoth@&iales traitées avec les exosomes provenant de cellules de GBM libéent
des facteurs comme IL-8, GM-CSF ades niveaux @eves, et stimulent 2-3 fois la migration et la

prolifé&ation des p€&icytes vasculaires c&éraux humains [243].
6.2. Ré&istance aux mé&licaments

Les TMV peuvent éalement contribuer &la survie cellulaire en empé&hant I'accumulation
intracellulaire de mé&licaments de chimioth&apie, ce qui rend les cellules réistantes a la
chimiothé&apie. Shedden et al. ont montré que les cellules tumorales résistantes a la
doxorubicine libéent des microvesiculess contenant un niveau plus éevede doxorubicine. Les
"Shedding veésicles" des cellules du cancer du sein (MCF-7) ont &é&retrouvées as'accumuler
passivement et & conserver la doxorubicine. L'incubation de ces vésicules isolés avec
diffé&entes concentrations de doxorubicine permet une diffusion des melicaments dans ces
véicules [244]. Safaei et al. ont montré que, aprés 1’exposition des cellules ala cisplatine, les
exosomes libérés par les cellules de cancer de I’ovaire résistante ala cisplatine contenait 2,6 fois
plus de platine que ceux libé&é& par les cellules sensibles [245]. Les exosomes de cellules de
cancer du sein peuvent lier et séjuestrer I’anticorps thérapeutique trastuzumab, ce qui entrame
une reluction de la liaison de ce mé&licament aux cellules tumorales et ensuite diminuent la
cytotoxicité ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) induit par le trastuzumab [246].
Les cellules de cancer du sein sensibles al’adriamycine au docetaxel pourraient acqué&ir le
potentiel ré&sistant des cellules résistantes par le transfert de miARN transporté&par exosomes
[247].

6.3. Intérét de ’application clinique de TMVs

En clinique, une variééde TMVs peut &re facilement isolé dans les liquides corporels des
patients atteints de cancer, comme le cancer du poumon, du sein, de 1’ovaire, du prostate,
gastrique et colorerctal [225]. Il est arappeler que ces TMVs peuvent alors transporter des
informations vers les cellules dans le microenvironnement tumoral et modifier leurs fonctions,

afin de favoriser la progression tumorale, et méne la méastase.

Pour pouvoir avoir acces au génotype des cellules tumorales, il faut faire une biopsie, mais dans
certains cancers, comme celui du cerveau, la biopsie est difficile. Les TMV qui sont lib&ées
dans la circulation ont un transcriptome qui représente celui de la cellule tumorale et cela permet
de voir le géuotype et indirectement le phéotype de tumeurs [239]. Le nombre

de microveésicules circulantes augmente dans le sang p&iph&ique du patient, et corréle avec la
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méastase éevee et le mauvais pronostic chez les patients atteint du cancer de 1’estomac [248].
Donc les TMVs sont proposés comme des marqueurs de pronostic et prélictif pour la

progression tumorale.

L’utilisation de TMVs comme un transporteur des moléeules thé&apeutiques est en cours. Par ex.,
Aspe et al. ont trouvé que les exosomes reup&es des cellules de mé&anome contenant
Survivin-T34A (molé&ule induisant apoptose), associée ade la Gemcitabine, peut induire une
augmentation de 1’apoptose cellulaire dans les cellules du cancer de pancré&s par rapport &ala

Gemcitabine seule [249].

7. METHODES DE MISE EN EVIDENCE DES MICROVESICULES
7.1. Isolement des microvésicules

In vitro, il est possible d’obtenir et d’isoler les microvésicules puisque celles-ci sont lib&ées par
les cellules dans le milieu de culture cellulaire. In vivo, ces microvésicules sont retrouvees dans
les fluides biologiques. Les techniques pour déecter et/ou isoler les véicules extracellulaires
(exosomes et shedding vesicles) peuvent &re classés en deux catéyories principales: les
techniques basés sur les propriéés physiques (taille, densité& et diffusivité et celles basées sur
I'affinit€biochimique [250]. Souvent les outils d’analyse utilisés combinent ces deux types de

technique.

Pour obtenir des concentrés de shedding vesicles ou d’exosomes, a partir des milieux de culture,
ou des fluides biologiques, deux centrifugations classiques sont rélisés pour &iminer dans le
culot respectivement les cellules. Le surnageant &uré des cellules est ensuite soumis ade

nouvelles centrifugations selon le type de microvésicules souhaité(Figure 33).

Compte tenu de la distribution de taille des "shedding vesicles", cette population vésiculaire
peut &re isolé apartir du surnageant éurédes cellules par centrifugation supplénentaire a
10,000-20,000 x g pendant au moins 1 h [251, 252]: les "shedding vesicles" sont ré&up&ées
dans le culot (Figure 33).

L’isolement des exosomes, avec leur taille plus petite, néessite de soumettre le surnageant
épuré des cellules a une étape de centrifugation a 10,000g de 30 min afin d’éliminer les débris
cellulaires puis adeux é&apes d'ultracentrifugation 2100,000 g ou plus pendant au moins 1 h.
Parfois la centrifugation est combinée avec une filtration sur 0,1 &0,22 pm, afin de séarer les
déments de taille nanomérique des @éments plus grands y compris les débris cellulaires qui

sont adiminer. Pour réluire la contamination prot@que et pour la purification des exosomes,
60



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

des gradients de saccharose, ou I’iodixanol sont souvent utilisé&s pour séarer les diffé&entes

vé&sicules selon leurs diffé&entes densités [253, 254].

Shedding vesicels Exosomes
culture supernatant/fluid

culture supernatant/fluid
300 X g, 10 min

300 % g, 10 min

/ pellet = cells A/w
pellet = cells Y ant supernatant
supernatan

2000 X g, 10 min
2000 X g, 10 min

/ pellet = dead cells A/v
pellet = dead cells A

supernatant
supernatant

10,000-20,000x g = 1h 10,000 x g, 30 min

\

pellet = cell debris '

pellet= shedding vesicles supernatant

100,000 x g, 70 min

Y
pellet = exosomes + contaminating proteins

wash in PBSl 100,000 X g, 70 min

pellet = exosomes
1 purify

linear sucrose gradient

!

purified exosomes

Figure 33. Protocoles pour la récupération de "shedding vesicles" et des exosomes (Adapté de Théry, Curr Protoc
Cell Biol, 2006) [253]

Il est important de noter que le protocole d’extraction des microvésicules évolue avec le
développement des techniques et souvent des éudes ant&ieures ont &€& menés sur des
populations mal-purifiées en raison de la limite de la technique a 1’époque. Par exemple, dans de
nombreux travaux, ils ont utilis€la population vésiculaire obtenue apres une seule centrifugation
2100,000 g: Les e&hantillons sont donc susceptibles de contenir un mé&ange de shedding

vesicles et d’exosomes.
7.2. Dé&ection de microvésicules

7.2.1. Observation des microvéesicules

Le microscope @ectronique peut fournir une preuve directe de la préence de ces structures
veésiculaires, elle est utile pour I'éaluation de la morphologie, de la taille et pour mettre en

&idence la pré&ence de marqueurs des microveésicules. Soit les suspensions concentrées de
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micrové&icules sont fixées, par exemple avec du paraformaldényde, puis observées directement
sur les grilles par microscopie @ectronique abalayage, soit le culot d’exosomes est fixépuis des
sections transversales ultrafines sont analysées par microscope @ectronique atransmission [168].
Cette technique est fréguemment associee al'utilisation d'immunoglobulines coupléss avec des
particules d’or afin de déecter les caracté&istiques spe&ifiques de chaque microvésicule. La
technique est limitée pour les mesures de concentration des &hantillons.

7.2.2. Analyse de la distribution selon la taille des microvesicules

Une technique de Dynamic Light Scattering (DLS) ou diffusion dynamique de la lumiée peut
@re utilisée pour déerminer la distribution de la taille des microvésicules. Cette mé&hode permet
de mesurer les variations d’intensitéde la lumiée dispersée par les microveésicules afin de
déerminer ensuite math@natiquement la distribution de leur taille. Il permet de déecter dans un
méne &hantillon les particules d'une taille entre 1 nm et 6 um [255], mais les performances

sont meilleures dans un &hantillon monodisperse comparéaun éhantillon polydisperse.

Une nouvelle technologie : le Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), éuipéd'un laser bleu et
d’un appareil photo, permet de visualiser et de mesurer les nanoparticules entre 30 et 2000 nm
dans un &hantillon polydisperse. Cette technologie est applicable al'analyse des microvésicules
et permet en plus la déermination de la concentration en fonction des tailles, ce qui donne la
possibilitéde quantifier les microvésicules [256, 257].

Par ailleurs, d’autres techniques sont disponibles pour la déection de la taille des microvésicules,
comme le Resistive pulse sensing qui peut déecter des vésicules de 70 2200 nm ou le Small-
angle X-ray scattering qui déecte des vésicules de 1 200 nm [258].

7.2.3. Quantification des microveésicules

La CytoMérie en Flux (CMF) est capable de trier et de capter des microveésicules sur la base a
la fois de la caracté&istique physique (taille) et de I'affinité(utilisant des anticorps conjugués par
fluorescence). L analyse basée sur la taille est limitée aux microvéicules de taille > 200-300 nm
de diamére en raison des contraintes imposées par la longueur d'onde du laser [259]. Les
instruments plus réeents comme Gallios (Beckman Coulter), BD-Influx (Becton Dickinson) et
Apogee (Apogee Flow Systems) permettent la discrimination de vésicules plus petites de 100 a
200 nm en diamére [254]. La quantification des vésicules par cytomérie en flux est possible
avec I’utilisation des billes « Megamix > qui permet de définir une fené&re de déection des

vésicules et du comptage des microvesicules de la taille inférieur a 1pm et supérieure a la limite
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de la déection de la machine [260]. L’utilisation d’anticorps speeifiques conjugués & un

fluorophore, permet d’affiner la quantification de certaines populations de microvésicules.

Les exosomes sont géné&alement trop petits pour &re analysé& par CMF, né@anmoins il est
possible de les lier ades billes de latex micromériques puis de les incuber avec des anticorps

conjugues aun fluorophore afin que leur population soit déectable par CMF [253, 261].

La quantification des exosomes peut-&re effectué indirectement par quantification des
prot@nes par analyses immuno-enzymatiques (ELISA) ou par immuno-blotting [164], ou
directement avec des marqueurs spe&ifiques des exosomes comme le CD63. Une éude a ainsi
quantifiépar spectromérie de fluorescence et apartir de cellules exprimant de fagn stable le
CD63 et marquées ala GFP, les exosomes lib&és [262].

En outre, il est possible de trier les microveésicules selon leur origine cellulaire (plaquettes,
monocytes) sur la base de leur affinité pour des ligands speeifiques, par exemple, le tri
magné&ophoréique [263]. Le systane microfluidique a ééutilisépour déecter et quantifier des

ex0somes marqués par I’anticorps li¢ aux nanoparticules magneéiques speeifiques [192].

Toutes ces techniques fournissent difféentes approches pour 1I’étude de microvésicules. En
pratique, les exosomes sont plus souvent éudié& que les "shedding vesicles”, car la
caracterisation et la préparation de cette population sont mieux standardisées. Dans la litt&ature,
il existe une confusion du terme microvésicules, soit il est utilis€pour définir les "shedding
vesicles", soit, et c’est le plus fréguent, ce terme est utilis€ pour signifier I’ensemble des

vé&icules extracellulaire composédes "shedding vesicles" et des exosomes.
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PARTIE 4 : NEOVASCULARISATION DANS LES GLIOMES

En complément de ses capacité d’infiltration et de radio et chimio-résistances, le glioblastome
préente une vascularisation abondante et aberrante. En effet, les gliomes de haut grade font
partie des tumeurs solides les plus vasculaires, et la proliféation vasculaire est un critere

d’agressivité des glioblastomes [73, 264].

En dessous de 1 &2 mm, une tumeur est avasculaire. Les nutriments et les déhets circulent par
diffusion passive, la tumeur est en phase de dormance, dans la mesure ousa croissance est
limitée par cette diffusion. Cependant, afin de croitre au-delade ce volume, la formation de

vaisseaux sanguins devient indispensable.

Plusieurs inducteurs de la néovascularisation sont dga deerits dans la litté&ature, comme
I’hypoxie (avec le facteur de transcription hypoxie-induced factor 1, HIF1). Sous condition
hypoxique, HIF1 n’est pas dégrad€ il reste actif et induit I’expression de plusieurs génes HRE
(Hypoxia Response Element) codant pour de multiples facteurs pro-angiogéniques comme le
VEGF. Ce facteur est le plus éudiécar il peut stimuler la prolifé&ation et la migration des

cellules endothéiales, &enements cl&s dans le processus de ’angiogenése [18, 265].

Figure 34. Principaux (
mécanismes de N\
néovascularisation dans le
gliome. A, cooption vasculaire; ( N\
B, l'angiogenese par ‘
bourgeonnement C, la
vasculogenese; D, l'imitation ou
mimétisme vasculaire ; E, la
transdifférenciation des cellules
de glioblastome en cellules ‘
endothéliales (Extrait de \
Hardee, AJP, 2012) [73] K

.
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D’aprés la littérature, au moins 5 mécanismes par lesquels les gliomes réalisent une
névascularisation ont é&é dérites (Figure 34): la cooption vasculaire, l'angiogenése par
bourgeonnement, la vasculogenése, I’imitation ou mimé&isme vasculaire (vascular mimicry), et
la transdiffé@enciation des astrocytes malins en cellules endothéliales. L’angiogenése par
intussusception, autre mécanisme de néovascularisation observé dans d’autres types de tumeur,

n’a pas été observés dans le cas des gliomes [73].

1. COOPTION VASCULAIRE

La cooption vasculaire est le premier mé&anisme par lequel les gliomes se vascularisent (Figure
35). Ce processus implique l'organisation des cellules tumorales autour de microvaisseaux
normaux. Il a @émontrédans les moddes de gliomes implantés chez les souris, qu’une semaine
aprés I’implantation, la cooption vasculaire éait observee. Ce processus induit ensuite
I’apoptose des cellules endothdiales qui apparaitrait dans la 3é@me semaine qui suit
I’implantation, entramant une ré&jression vasculaire et une nésrose [266]. Il s’en suit alors une
réponse angiogénique robuste ala p&iphé&ie de la tumeur viable [267] dans la 4™ semaine qui
suit I’implantation. Dans cet intervalle de temps, la majoritéde la vascularisation de la tumeur
provient de la cooption de la vascularisation cé&érale normale. Les vaisseaux coopté ont &é&
montré& comme sur-exprimant l'angiopo&ine-2 (Ang-

Vessel co-option
2).

0
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Po@

Figure 35. Cooption vasculaire des cellules tumorales autour des
vaisseaux pré-existants (Extrait de Carmeliet, Nature, 2011)[268]

Tumour cells co-opt
pre-existing vessels

Les angiopo™&ines constituent une famille de facteurs qui peuvent se lier sur le réepteur
endothéial TIE-2 (Tyrosine kinase with Immunoglobulin and Epidermal growth factor
homology domain 2) de fagn concurrentielle entre elles. L’Ang-2 fonctionne principalement
comme un antagoniste de I'Ang-1, mais des fonctions ala fois pro et anti-angiogéliques ont &&
dérites pour ces deux angiopo®&ines. La ré&ulation de la voie ANG/TIE2 déwend de cette
relation concurrentielle entre ANG-1 et ANG-2. Il est admis que I'ANG-1 agit principalement

dans le recrutement des pé&icytes et le maintien de I'intéritédes vaisseaux ; alors que I’ANG-2,
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lors d’une hausse de son expression conduit &ala déstabilisation des vaisseaux par inhibition de

ce recrutement et dé&achement des p&icytes de la paroi vasculaire.

Le dé&achement des pé&icytes, rend les cellules endoth@&iales sensibles au VEGF, ainsi ace stade,
en présence de VEGF, les cellules endoth@&iales sortent de leur quiescence et le bourgeonnement
des vaisseaux se produit. Par contre, ace stade, en l'absence de VEGF, I'Ang-2 induira

I'apoptose des cellules endoth@&iales et ainsi la régression des vaisseaux [267, 269].

2. ANGIOGENESE PAR BOURGEONNEMENT

La co-option vasculaire est compléee par le développement de nouveaux vaisseaux provenant
des vaisseaux preexistants selon un processus appel€ angiogenése. L’angiogenése est la
formation des névaisseaux apartir du réseau vasculaire préxistant. L’angiogenése nécessite un
stimulus angiogéique qui va induire 1’activation des cellules endoth@&iales, la déyradation de la
membrane basale et de la matrice extracellulaire, la migration et la prolifé&ation des cellules
endothéliales sous forme d’un bourgeon capillaire et enfin la morphogenéese capillaire [268]

(Figure 36)

Figure 36. Processus simplifié de
l'angiogenése  (Extrait de  Goodwin,
Microvasc Res, 2007) [270] 1.

Matrix degradation
Migration

Proliferation

A won

Morphogenesis

2.1. Déclenchement de I’angiogenése

Anti-angiogenesis

Figure 37. Balance angiogénique entre les activateurs et inhibiteurs angiogéniques (Extrait de Sudhakar, JBB, 2009)
[271]
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Le déclenchement de 1’angiogenése tumorale a lieu en réonse aun switch angiogénique, c¢’est-

adire une rupture de 1’équilibre entre les facteurs anti- et pro- angiogéniques, rupture en faveur

d’une réponse pro-angiogenique (Figure 37).

Fischer et al.[272] ont ré&umé (tableaux 9 et 10 respectivement les facteurs pro- et anti-

angiogéniques impliqués dans les gliomes.

Tableau 9. Facteurs pro-angiogéniques endogénes dans les gliomes [272, 273]

Facteurs

Récepteurs

Mécanismes d’action

Ligands de récepteurs de tyrosine kinase

Angiopoietin-1, Tie2 1 la stabilisation des néovaisseaux, | la perméabilité vasculaire
EGF EGFR/HER1 1 la synthese de facteurs pro-angiogéniques, prolifération des CE
FGF-1,aFGF FGFR-1/-2

1 la prolifération et la migration des CE, 1 I'activateur du plasminogene
FGF-2 (bFGF) FGFR-1/-2
HGF/SF c-Met 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
PDGFAA PDGFRa

1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
PDGFBB PDGFRa/f3
PLGF-2 VEGFR-1, NRP-1 1 l'activateur du plasminigéne
TGFa EGFR/HER1 1 la synthese de facteurs pro-angiogéniques, prolifération des CE
TGFB TGFBR-1/-2 Stabilisation des vaisseaux
VEGF-A, -B VEGFR-1/-2, NRP-1 | 1 la perméalbilité vasculaire, 1 la prolifération et la migration des CE

D’autres ligands des récepteurs

Adrenomedulline CRLR/RAMP2/3 1 la vasodilatation, la prolifération et la migration des CE

Endotheline-1 EDRNA/B 1 la prolifération, la migration, l'invasion de CE, 1 la morphogenese

IGF-1,-2 IGF1R 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE, induction du
VEGF, 1 l'activateur du plasminogéne, | l'apoptose des CE

IGFBP-2, -3 Réguler l'activité de IGF-1 et IGF-2

Interleukin-6 IL6R 1 la prolifération des CE , 1 la morphogenese

Interleukin-8 ILBRA/B 1 la prolifération des CE

Pleiotrophin RPTPzeta 1 la prolifération et la différenciation des CE

SDF-1 CXCR4 1 la prolifération des CE , 1 la morphogenese

PGE2 EPs 1 la difféerenciation des CE
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Tableau 10. Facteurs anti-angiogéniques endogenes dans les gliomes [272, 274, 275]

Facteurs

Récepteurs

Mécanismes d’action

Protéines dérivées de la Matrice et du Plasma

Angiostatine

av3integrine

| la prolifération et la migration, 1 'apoptose des CE

Endostatine

a5p1 integrine, HSPG

| la prolifération, 1 l'apoptose des CE

TFPI-2 TF - FVlla - FXa | lactivité des MIVIP
TIMP-1 MMPs, VEGF
| l'activite des MMP
TIMP-3, -4 MMPs, VEGF
TSP-1,-2,-3 CD36, MVIPs | la prolifération, 1 l'apoptose des CE

Facteurs et Récepteurs

Angiopoietine-2 | Tie2 | la maturation des vaisseaux, antagoniste de I'ang-1
Interféron-a, - | IFNAR-1 | la prolifération, 1 lapoptose des CE

Interleukine-4 IL4RA | la migration des CE

PEDF TSP-1, VEGF | la prolifération et la migration des CE

Facteur CXCR3, HSPG | la prolifération, | angiogenése induite par le FGF-2
Plaquettaire-4 et I'lL-8

Somatostatine somatostatine recepteur-2, -3 | | la production de VEGF

2.2. Voies de signalisation principales impliquées dans I’angiognese

Plusieurs voies ont &é&identifiés dans le processus d’angiogenése dans le cas du gliome:
Angiopo&ines 1 et 2/Tie2

Classiquement, le ré&epteur Tie-2 est un ré&epteur aactivitétyrosine kinase présent sur la cellule
endoth@iale et la liaison des ligands Ang-1 ou Ang-2 induit une cascade de phosphorylation
ayant des conseéguences sur les capacités de migration et de prolifé&ation endoth@&iales, sur la
permébilitévasculaire par action sur les jonctions serrées endoth@éiales, sur la maturation des
vaisseaux et éjalement sur I’inflammation [276].

L’Ang-1 est stockédans la matrice-extracellulaire gré&e asa forte affinitéavec la fibronectine,
le collagéne et la vitronectine et avec une plus faible affinitéavec la laminine et le fibrinogéne.
Il est lib&éé par la degradation de la matrice extracellulaire et accessible aux cellules
endoth@iales au fur et amesure de leur migration lors de la constitution du bourgeon vasculaire.
L’Ang-2, antagoniste de 1I’Ang-1 est libéé par les cellules endothd&iales et stimule la

déstabilisation du vaisseau et/ou 1’apoptose des cellules endothéliales [269].
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VEGF/VEGFR-2

Le Récepteur VEGFR2 endothélial est exprimé en réponse a 1’hypoxie. L’activation de ce
reeepteur VEGFR-2 par fixation du VEGF-A conduit au recrutement et a 1’activation de la
proténe kinase Src et induit une cascade de phosphorylation activant des moleeules effectrices
en aval du signal. Diffé&entes voies sont ainsi régulees et conduisent :

- ala migration des cellules endoth@&iales par activation des proténes tyrosine kinase situees
aux contacts focaux et induit le ré&rrangement du cytosquelette (actine) permettant ala cellule
de se mouvaoir,

- ala prolifé&ation cellulaire par activation de la proténe kinase C (PKC),

- ala survie par activation de la voie PI3K, laquelle permet la production de phosphatidyl
inositol triphosphate (PIP3) permettant I’activation d’ Akt et abouti a 1’inhibition de I’apoptose et

ala stimulation de la survie cellulaire [277].

DLL-4/Notch :

Le réeepteur Notch est dérit comme inhibant la prolifé&ation des cellules endoth@&iales par la
régulation de la transcription de génes impliqué dans la ré&julation du cycle cellulaire, la
prolifération et 1’apoptose. C’est pourquoi, dans 1’endothélium en quiescence, les cellules
endothédiales ne proliféent pas. Pour cela, aprés liaison avec son ligand DLL-4, le ré&epteur
Notch subit plusieurs attaques par les enzymes TACE et y-secréase ce qui conduit ala
libéation, entre autre, du domaine intracellulaire de Notch (NICD). Ce domaine NICD est
ensuite transloqué dans le noyau ou il permet le recrutement des co-activateurs de la
transcription pour induire I’expression des genes cibles [278, 279].

Cependant Notch a également un role dans I’activité des ré&epteurs VEGFR. Il ré&yule
indirectement les voies de signalisation MAPK et PI3K/Akt en inhibant I’activit¢ de VEGFR-1
et de VEGFR-2. Ce mécanisme permet d’expliquer 1’état de prolifération actif retrouvedans les

cellules «stalk »contrairement aux cellules «tip >»>[280].

CXCR4/SDF-1a

Le ré&epteur CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) est expriméafaibles niveaux par les
cellules endoth@&iales au repos, mais est sur-exprimés en réonse au VEGF [281]. Le SDF-1a
(stromal-derived factor-1a) est un ligand de ce reeepteur CXCR4.

Comme le VEGF, CXCR4 et SDF-1 sont regulés ala hausse par I'hypoxie, et jouent un rde
critique dans le processus angiogenique. SDF-1a agit comme un chimio-attractant pour les

cellules endoth@iales. Il induit la prolifé&ation des cellules endoth@iales in vitro, et favorise le
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bourgeonnement et la ramification des capillaires in vivo. L’expression de SDF-1a par les
gliomes et les cellules endoth@iales vasculaires a é&é corr@dée a la survie des cellules
endoth@&iales [282], tandis que I'expression de CXCR4 a @émontré comme éant induit par des

niveaux éeves de production de VEGF par les astrocytes dans les gliomes humains [283].
Ephrin B2

Ephrin-B2 est un ligand transmembranaire pour les ré&epteurs de I'Eph. La voie de signalisation
de I’Ephrine-B2 ré&ule I'orientation de la cellule "tip™ pour contrder le bourgeonnement et la
ramification dans l'angiogenese physiologique et pathologique [284]. Ephrine-B2 contrde
I'internalisation et la signalisation du ré&epteur VEGFR-2. Fait important, l'internalisation de
VEGFR2 est né&essaire pour l'activation et de la signalisation en aval de ces ré&epteurs et est
néessaire pour l'extension filopodiale VEGF-induit dans les "tip cells”, en direction des
gradients de VEGF.

En outre, la fonction de I'Ephrin-B2 dans la ré&ulation de la voie de VEGFR semble inclure
d'autres membres tels que VEGFR3 [284].

En plus de ces voies de signalisation, des éudes ont observéque les GSCs (gliome stem-like
cells) lib&aient le VEGF et le SDF-1a, les 2 facteurs angiogéniques importants Comme nous
I’avons décrit ci-dessus, ce qui suggée que les GSCs peuvent jouer un rde clé dans

’angiogenése de gliomes [71, 285].
2.3. Processus angiogénique et tests d’étude

L'activité angiogénique peut &re éalué en utilisant des tests in vitro et in vivo.
Des essais in vitro permettre d'identifier des effets directs sur la fonction des cellules
endoth@&iales et d'analyser des processus isolé qui contribue al'angiogenese, tandis que les
essais in vivo impliquent plusieurs types de cellules et I'ensemble de I'angiogenése. Ici nous nous

focalisons sur les essais in vitro impliqués dans les diffé&entes éapes de I'angiogenése.

Dans le cerveau sain, le systéne vasculaire est constituéde cellules endothéiales, des pé&icytes
et des astrocytes, qui forment ensemble la barrieee hé@mato-encéhalique (BHE). Un des
me&sanismes qui maintient la structure fonctionnelle de cette barriére est ’existence de jonctions
serrées entre les cellules endothéiales entretenue par une réulation ANG-1 sur Tie 2.

Pendant 1’angiogené¢se tumorale, les cellules endoth@diales et les cellules tumorales expriment
ANG-2, ce qui ne permet pas une stabilisation des jonctions entre les cellules endoth@&iales et
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diminue le recrutement des pé&icytes autour. Ceci entrame globalement la mise en place de
vaisseaux sanguins non stabilisé&s [267, 269] qui ne permet pas un nutrition efficace et induit
I'nypoxie dans la tumeur [286].

Les cellules en hypoxie gardent un facteur de transcription HIF (hypoxia-induced factor) actif,
entrainant 1’expression a la hausse du VEGF par les cellules tumorales et de son ré&epteur
VEGFR2 par les cellules endoth@&iales [287]. La fixation du VEGF sur VEGFR-2 active les
cellules endoth@iales et le déclenchement de 1’angiogenése en promouvant la dégradation de la

matrice extracellulaire, la migration et la prolifé&ation des cellules endoth&iales.

2.3.1. Dgyradation de la matrice

Cette hypoxie induit I'expression de MMP-2 et MMP-9 par les cellules tumorales et les cellules
endoth@&iales, qui contribuent & la degradation de la membrane basale et de la matrice
extracellulaire de I’environnement proche, permettant de créer ainsi I’espace matriciel
néeessaire ala migration des cellules endoth&iales formant le bourgeon vasculaire.

La famille des MMPs (matrice méalloprot&nases) est tres souvent éudiée. Les MMPs activess
dégradent de mani&e enzymatique les composants de la matrice tels que le collagéne, la fibrine,

la laminine et la fibronectine [288].

L'activitédes MMP peut &re &alué en utilisant des tests de zymogene ou des tests d'invasion
de la matrice. Dans un test de zymogene, un substrat de MMP telles que le collagéne ou la
géatine est co-polymé&isédans un gel SDS-PAGE. Les surnageants ou les lysats de cellules
endothdiales sont soumis aune éectrophoreése atravers un gel coloréavec un colorant tel que le
bleu de Coomassie, la zone hydrolysé& par MMPs apparait transparenet [289]. Une autre
possibilitéest d’incuber les cellules endothdiales sur un composant de la matrice lié aun
colorant fluorescent, l'activité de MMPs est constaté& par 1’observation de zones non
fluorescentes dans le substrat. Ainsi une stimulation ou une inhibition de l'activitédes MMP

peuvent &re observees en utilisant cette technique [290].
2.3.2. Migration des cellules endoth@&iales

A la suite de la dégradation de la matrice, les cellules endothdiales migrent vers le tissu
environnant en réponse aux chemokines angiogéniques. La mobilité cellulaire a un int&&
particulier car la migration cellulaire est néessaire ala fois pour l'invasion tumorale et
I'angiogenése tumorale [291]. 3 essais permettent la mesure de la motilitécellulaire en réonse

aux facteurs.
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-Dans le test de blessure (Wound-healing assay), les cellules endoth@&iales sont cultivees jusqu'a
confluence et une blessure est r&lisé au milieu de la monocouche. Le remplissage de I'espace
par les cellules endoth@iales est initiépar la migration. Sa quantification implique la mesure de
la distance parcourue par les cellules endoth@&iales, la zone recouverte par les cellules

endothédiales, ou le temps nésessaire pour fermer la zone de la blessure.

-L'essai "transwell™ est connu sous le nom de l'essai de la chambre Boyden. Les cellules
endothdiales sont cultivées sur un c@éd'une membrane poreuse, et une solution contenant le
facteur potentiel migratoire est placésur le cGéoppos€de la membrane. Aprés un pé&iode

d'incubation de 3 &18 h, les cellules ayant migrésont colorees et comptées.

-L'essai sous-agarose permet de mesurer la migration dirigée par un chemokine. Les gels
d'agarose sont pré&arés dans des plaques de culture, puis deux puits sont percé& dans les gels,
laissant 2mm d'agarose entre eux. Les cellules endoth&iales sont plaquées dans un puits, et le
facteur potentiel migratoire est ajoutéal‘autre puits. La migration est définie comme la distance
parcourue par les cellules endothdiales dans la direction de la stimulation (chimiotaxie), par
rapport & la distance parcourue par les cellules endothéiales de l'autre c@€ du puits
(chimiokinése) [270].

2.3.3. Prolifé&ation des cellules endothd&iales

Cette migration des cellules est accompagné de leur prolifé&ation. Les effets des facteurs
angiogéniques sur la prolifé&ation peuvent &re éalués par le comptage direct des cellules, la
quantification de la synthése de I'ADN ou I'éaluation de I'activitéméabolique.

Les moyens les plus simples est de compter directement les cellules. Les cellules viables ne
peuvent pas &re teintées au bleu trypan et le comptage des cellules non-teinté&s donne le
nombre de cellules vivantes, mais cette technique ne peut pas indiquer si des changements du
nombre de cellules sont provoqué par des modifications de la prolifé&ation, I'apoptose ou les

deux.

La division cellulaire mitotique peut &re &alué par la mesure de réactifs marqués incorporé&s
au cours de la synthese de I'ADN. Dans le test d'incorporation de thymidine, les niveaux de
thymidine tritié incorporé dans I'ADN synthé&isé€ est mesuré a l'aide d'un compteur a
scintillation. Dans les essais de BrdU, bromodé&oxyuridine, un analogue de la pyrimidine, est
incorporélors de la synthése de I'ADN et é&aluépar immunohistochimie, il donne des ré&ultats
similaires [292].
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Le test MTT mesure l'activitéde la mitochondrie. La mitochondrie active convertie le substrat
jaune MTT (3-(4,5-diméhylthiazol-2-yl) -2,5-diphéyltetrazolium bromide) en formazan violet.
Ce changement colorimérique peut &re quantifiépar spectrophotomérie et en corréation avec
le nombre de cellules. Cependant, comme quelques agents affectent ce processus sans affecter la

viabilitédes cellules endoth@&iales, ce test doit &re confirméavec une autre technique.
2.3.4 .Survie cellulaire

La prolifé&ation des cellules endoth&iales est combiné aaugmentation de la survie, et permet

aux cellules de former un nouveau vaisseau.

La mort cellulaire en réponse aux agents toxiques peut se produire par la né&rose, une ré&ction
passive, ou par l'apoptose, la mort cellulaire programmeés. 2 techniques sont couramment
utilisés pour I'éaluation de I'apoptose des cellules endothéiales : le  TUNEL et des essais &

I’annexine V.

Le TUNEL (Terminal deoxynuclétidyl transferase-dUTP nick end labeling) mesure la
fragmentation de 'ADN. En TUNEL, cette enzyme se lie ala région 3'-OH de I'ADN fragmenté
puis incorpore un colorant fluorescent. Les cellules marquées peuvent &re identifi& par
microscopie ou analyse par cytomérie de flux, mais cette technique ne permette par de

distinguer les cellules apoptotiques avec cellules neerotiques.

Au cours de I'apoptose préoce, la phosphatidyls&ine, un composant de la membrane cellulaire,
est transportée de la surface inté&ieure vers la surface exté&ieure de la membrane. L'Annexine V
est une proté@ne qui se lie &la phosphatidyls&ine avec une forte affinit& l'annexine-V conjugué
ala fluorescence peut &@re utilisé pour identifier les cellules apoptotiques, par microscopie ou
par cytomérie de flux. Ces 2 techniques peuvent &re compléés par le marquage des cellules
avec l'iodure de propidium, qui marque les cellules nérotiques mais pas les cellules

apoptotiques.
2.3.5. Morphogenése

Les derniéres éapes de l'angiogenese impliquent la morphogenése capillaire [293], largement
melie par les intégrines a3pB1 et avlB, ainsi que par CD44 [294]. Les cellules endotheliales
activees s&reaent PDGF (platelet-derived growth factor), qui recrute des pericytes dans le
vaisseau nouvellement formé& aidé& par la voie ANG / TIE. La réroaction négative par des
facteurs anti-angiogéniques endogeénes, ainsi que lI'accumulation de la matrice extracellulaire,

peuvent moduler le processus de mod@isation vasculaire [73].
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Figure 38: Etapes de I'angiogenése
et molécules intervenant dans ce

processus. a. Au début du
processus d’angiogenése, une
cellule de type «tip» est

sélectionnée, située a la téte du
bourgeon. b. L’élongation du
bourgeon en direction du gradient
de VEGF permet la formation d’un
néo-vaisseau. c. La derniere étape
consiste en ['établissement d’un
endothélium quiescent. Les acteurs
clés de chaque étape sont cités
entre parentheses. (D’aprées
Carmeliet, Nature, 2011) [268]
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De maniée concomitante, les cellules endoth&iales se spéeialisent en deux populations. Les

«tip cells »guident les bourgeons en direction du gradient de VEGF grace aleurs filopodes
riches en VEGFR2. En réonse au VEGF, la voie de signalisation Delta-like 4 (DLL4)-Notchl
au niveau des cellules sous-jacentes appelées «stalk cells » ainsi que I’Ephrin B2 participent a

ce processus angiogénique [280, 284]. La signalisation DLLA/Notch empé&he les «stalk cells >»

de devenir «tip cells >»>et donc d’étre sensibles au VEGF. Elle ne peut que proliférer et migrer

afin de permettre 1’¢longation du bourgeon et la formation d’un tube de cellules endothdiales

sous la «tip cell >»» La lumiée vasculaire est formé ensuite au niveau des «stalk cells > [295,

296].
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Les cellules appartenant au vaisseau initial et situés ala base du bourgeon sont appelées
cellules « phalanx >» Ces cellules ne proliféent pas, deviennent quiescentes, s’alignent,

expriment les jonctions serrées et entrent en contact avec les cellules murales [297] (Figure 38).

Le résultat final du processus angiogeénique nédplasique est un réeau vasculaire anormal, avec
des vaisseaux dilatés et tortueux et de ramifications anormales, qui peut éalement conduire &
perfusion tissulaire anormale. Les GBM en particulier ont un réseau vasculaire immature, avec
une permébilitéexcessive. La couverture des p€&icytes, et la structure de la membrane basale
sont anormales et peuvent contribuer ala rupture de la barriere hémato-encéphalique [286]. Ce
phéomene est en partie dG au mangue d'une lame basale continue dCe aune stimulation

angiogénique persistante conduisant &la maturation et satbilisation incomplée du vaisseau [73].

L'angiogenése neeessite l'assemblage de cellules endothdiales dans des tubes vasculaire. La
formation du tube peut &re mod@isee in vitro par I'éalement des cellules endoth@&iales sur des
composants de la matrice extracellulaire. Les cellules endothéiales peuvent &re plaquéss sur,

dans ou entre ces substrats.

Le test le plus couramment utilis€pour la morphogenése est le placage des cellules HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells) sur Matrigel, une matrice extracellulaire isolé apartir
de cellules de sarcome de la souris "Engelbreth-Holm-Swarm". Les HUVEC ensemencés sur
Matrigel afaible densitéforment un réeau de structures ramifiées dans une adeux dimensions
qui est maintenu pendant 12 &24 h [298]. Les puits sont photographiées et la morphogenése est
quantifiée par la mesure de la longueur ou de la zone de CLS (capullary-like structures) par

unitéde surface.

Une autre possibilitéest de suspendre les HUVEC ou d'autres cellules endothdiales dans des
gels contenant du collagéne pour former des réeaux dans les 24h, et les structures sont

maintenues pendant plusieurs jours [299]. Les tubes se forment selon trois dimensions.

La 3émne possiblilitéest I'essai de collagéne en "sandwich”. Un gel de collagéne est d'abord
plaqué& puis les cellules endothdiales sont &aléss sur le gel et sont recouvertes d'une seconde
couche de collagene. Les CLS se forment en plusieurs jours [300], et sont maintenues pendant
plusieurs jours. Ce test est particuliéement bien adaptépour la stimulation de I'angiogenése, les

facteurs de croissance exogénes sont néeessaires ala formation des ré&eaux capillaires.
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3. VASCULOGENESE

Le troisiene mexanisme de la névascularisation dans le gliome, la vasculogenése, implique la
difféenciation des cellules BMDCs (Bone marrow-derived cells) circulantes, connus sous le
nom de progéiteurs de cellules endoth&iales (EPCs, endothelial progenitor cells). Les
progéniteurs de cellules endoth&iales d&ivés de la moelle osseuse sont recrutés et incorporés au
niveau des vaisseaux tumoraux (Figure 39).

Le VEGF, qui joue un rde critique dans l'angiogenese, contribue €galement ala migration et la
proliféation des EPCs. L'injection des EPCs isolé dans un modéle de xénogreffe de gliome
(U87) a montréque les EPCs repréentent environ 18% de la surface totale des vaisseaux

tumoraux, suggéant un rde important pour les EPCs dans la névascularisation tumorale [73].

Par ailleurs, en plus des EPCs, des cellules TAMs (bone marrow-derived tumor-associated
macrophages), et des cellules TEMs (TIE-2 expressing monocytes), circulent dans le sang et se
fixent & des sites de némvascularisations pathologiques ou ils se diffé&encient soit en
macrophages soit en cellules endothé&iales [301]. Les TEMs sont des moteurs importants de
I'angiogenese tumorale et ont é&é trouvés dans plusieurs modées de tumeurs de souris, y

compris les modées de glioblastomes [302].

Figure 39. Vasculogenese. La
vasculogenese implique la mobilisation, la
différenciation, et le recrutement de
BMDCs (bleu) (Extrait de Hardee, AJP,
2012) [73]
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Il a @édémontréque les EPCs et les TAMs expriment aussi CXCR4 et migrent en réonse a
SDF-1a [303]. SDF-la produit par le gliome murin a ét€¢ montré pour contribuer a la
vasculogenese en incorporant EPCs dans I'endothéium tumoral [304]. En outre, Smadja et al
ont trouveéune augmentation de la migration des EPCs mélie par SDF-10. / CXCRA4, alors que
I'inhibition de la voie SDF-10 / CXCR4 inhibe la migration et la différentiation des EPCs, ainsi

la formation des tubules sur Matrigel [305].

La voie de I'ANG-2 /TIE-2 est elle aussi importante pour la vasculogenése, 'ANG-2 a ééliee
au recrutement des EPC et TEM dans les tumeurs [301]. Cependant, le méanisme exact de la
contribution de EPCs et TEMs ala névascularisation des tumeurs cé&érales n'a pas encore éé&

compléement ducidé

4. MIMETISME VASCULAIRE (VASCULAR MIMICRY):

Les tumeurs qui connaissent une ré&luction du flux sanguin et de nutriments associé peuvent
s'adapter par une réorganisation du tissu tumoral afin de <«réparer > les vaisseaux sanguins
anormaux par des cellules tumorales (vaisseaux mosagues). En outre, les tumeurs peuvent
généer des ré&seaux de vaisseaux, qui se composent presque entiécement de cellules tumorales.
Ces deux processus sont des modées de mimé&isme vasculaire de I'imitation vasculaire (Figure
40).

Figure 40. Mimétisme vasculaire. Les
cellules tumorales sont capables de
former des réseaux de vaisseaux
fonctionnels et perfusés. Ces cellules
tumorales qui bordent les canaux
vasculaires maintiennent les
caractéristiques morphologiques de
gliome et des marqueurs de gliome
typiques (insert) (Extrait de Hardee,
AJP, 2012) [73]
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La mise en &idence de l'imitation vasculaire dans les gliomes a &é&publié. Yue et al ont
démontréla présence de I'imitation vasculaire dans 2/45 é&hantillons des astrocytomes humains
[306]. Chen et al ont éudi€48 &hantillons de GBM et trouvédes vaisseaux sanguins compose
des cellules non-endoth@iales dans les reégions viables de la tumeur dans la majoritédes sections
tumorales [307]. Les patients avec un miméisme vasculaire ont tendance &avoir des gliomes de
grade supé&ieur et plus agressif, avec une survie plus courte que ceux sans preuve de miméisme

vasculaire [63].

Une éude a sugge&e€le lien entre le miméisme vasculaire dans le GBM et la radiorésistance
vasculaire. L’utilisation d'un syst@me tridimensionnel de co-culture organotypique de cellules de
gliome et de cellules endothéiales marquées, a montréque les cellules endoth&iales forment
d'abord des structures vasculaires, suivies par lI'incorporation des cellules de gliome dans les 48
heures, formant ainsi un réseau vasculaire mosafue. Dans des conditions angiogéiques, des
cellules de gliome ont formé&des ré&eaux vasculaires, et la caracté&isation de ces cellules de
gliome a ré&dé labsence de marqueurs spe&ifiques endothdiaux, indiquant [l'imitation
vasculaire. Bien que ces cellules de gliome n'expriment pas les marqueurs des cellules
endothédiales, elles expriment CD133, suggé&ant le rée des GSCs (gliome stem-like cells) dans

ce processus [308].

En utilisant des sections de tissus de GBM, Hallani et al ont trouvedans les cultures de
neurosphées CD133-positives, des tumeurs contenant des vaisseaux composés de cellules
tumorales (GSC-A) et des tumeurs contenant seulement des vaisseaux composé des cellules
endothdiales (GSC-B). Seules les cellules de la tumeur GSC-A ont développé€ un réeau
vasculaire sur Matrigel dans les 2 jours; la caracté&isation de ces cellules a montré une
surexpression de plusieurs facteurs impliqué dans la vasculogeneése, alors que des marqueurs

endoth&iaux normaux manquaient [309].

Cependant, les dé&ails moléeulaires de la fagn dont les cellules de glioblastome contribuent &
I'imitation vasculaire ne sont pas bien clairs, et la contribution de ce méanisme dans le

processus de la névascularisation sur I'ensemble de la tumeur reste inconnue [73, 287].

5. TRANS-DIFFERENCIATION DES CELLULES SOUCHES CANCEREUSES EN CELLULES

ENDOTHELIALES

Le concept le plus ré&ent de la névascularisation tumorale est la trans-difféenciation des
cellules tumorales en cellules endoth@&iales, appel€TDECs (Tumor —derived endothelial cells)
(Figure 41). Avec le modée murin de glioblastome, des dosages d'immunofluorescence ont
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révéédes vaisseaux sanguins dans la tumeur exprimant ala fois les antigenes endoth&iaux et le
marqueur de la tumeur GFP [310]. Dans des conditions pro-angiogeniques, des cellules de
gliome n'ont pas acquis de marqueurs speeifiques endoth&iales, mais ont perdu 1’expression de
GFAP et gagnél’expression de CD133, indiquant une évolution vers un phénotype de cellules
souches [308].

Des rapports similaires ont confirmécette trans-diffé&enciation dans les GBM humains. Ricci-
Vitiani et al. ont trouvéun nombre important de cellules endothdiales (CD31 + / CD144 +) qui
semblait provenir de la tumeur en raison de leurs aberrations chromosomiques communes avec
la tumeur associee [311]. En mé@ne temps, Wang et al. ont &alement publiédes preuves sur la
genéation des cellules endoth@iales apartir de cellules tumorales CD133 + purifiées apartir de
glioblastomes humains [312]. Les cellules endothdiales ré&upé&és apartir de la tumeur ont
partag€les mé&nes aberrations chromosomiques comme les cellules tumorales, supportant l'idé&

que ces cellules endoth@&iales sont trans-differentiées apartir des cellules tumorales.

Figure 41. Trans-différenciation des
cellules glioblastome-endothéliales. La
trans-différenciation des cellules de
gliome en cellules endothéliales qui
tapissent les canaux vasculaires (insert),
y compris a la fois une transformation
phénotypique et [I'expression de
marqueurs spécifiques endothéliaux
(Extrait de Hardee, AJP, 2012) [73]

L'expression de la nestine dans les TDECs de la souris de GBM et CD133 dans les TDECs
humaines suggére que ces cellules se produisent géné&alement apartir de GSCs (gliome stem-
like cells) [310]. Des preuves suggérent la nécessité d’avoir VEGFR2 activédans la trans-
diffé&enciation des GSCs [312, 313]. Comme les GSCs peuvent exprimer VEGFR2 [314], cette

signalisation VEFGR2 renforcés peut jouer un r@e dans la trans-diffé&enciation des GSCs.
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Wang et al. ont trouvéque Notch-1 silencieux ou inhib&peut bloquer les premiers stades de la
trans-diffé&enciation cellulaire GBM. Toutefois, dans ce systéme, la voie de VEGFR2 est
&jalement né&essaire puisque le bevacizumab (anti-VEGF) peut bloquer les derniers stades de la
transdiffé&enciation, mais n’a pas d'effet sur le stade pré&oce [312]. Ces résultats démontrent que
les voies de Notch-1 et VEGFR2 peuvent meier des éapes distinctes dans la géné&ation de
TDECs.

L’hypoxie semble &re un autre facteur important dan la régulation de la formation de TDECs.
Dans des moddes murins de GBM, les TDECs sont observeés plus fréguemment dans la zone la
plus profonde et hypoxique de la tumeur par rapport ala surface [310, 311]. Etant donnéque la
voie de Notch-1 joue un role dans la différenciation GBM, il est proposé que 1’hypoxie
contribue ala trans-diffé&enciation des cellules de glioblastome en cellules endothdiales par la
voie de Notch [287].

Tous ces 5 mé&anismes sont probablement intimement lié€s, des perturbations dans une seule
voie modifient le phéotype vasculaire. Bien qu'il semble exister un cadre temporel par lequel
les gliomes attentent la vascularisation, il est probable que plusieurs de ces processus peuvent se

produire simultanénent dans diffé&ents micro-domaines de la tumeur [73].

6. NEOVASCULARISATION DANS LES GLIOMES RECURRENTS

Comme vu pré&e&emment, la réeurrence de glioblastomes est quasiment inévitable apres le
traitement standard, y compris la radiothé&apie. Comme des &udes soutiennent que l'irradiation
est capable d'am@iorer la formation des vaisseaux induite par la tumeur [151], ce qui est
indispensable pour la croissance tumorale ; les mé&anismes de la vascularisation apres
irradiation contribuant ala réurrence tumorale peuvent &re inté&essants aéudier. Kozin et al.
ont propos¢ I’hypothése qu’il existe un processus de récurrence tumorale li¢ a la

neovascularisation dans les tumeurs apreés irradiation, en 4 stades [315]:

Stade | : Réponse initiale. Aprés irradiation, les cellules tumorales et les cellules endoth&iales
ne sont pas toutes déruites, la prolifé&ation des cellules endothéiales est arré&ee, la diminution
de la densitévasculaire observes peut &re expliqueée par un déficit de formation des nouveaux
vaisseaux. Cependant, il existe un recrutement rapide des cellules BMDCs (Bone marrow-
derived cells) [316].

Stade Il: Réyression tumorale. Les cellules endoth&iales restantes ne garantissent pas

I'int&gritéde la vascularisation ou une perfusion sanguine suffisante. La diminution progressive
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de la perfusion peut conduire al’hypoxie et I’activation de HIF-1a, &son tour, et &une vague de
recrutement de BMDCs, 2 semaines apreés irradiation [317].

Stade Il : Re&urrence préoce. Les cellules endoth&iales et les fragments de vaisseaux
survivants peuvent @&re suffisants pour réablir rapidement un systéme vasculaire tumoral
fonctionnel et pour soutenir la nouvelle croissance rapide. Il est inconnu si la prolifé&ation des
cellules endoth@diales est né&essaire ace stade, mais les BMDCs recruté&s semblent jouer un
rde en réormant et en maintenant les vaisseaux fonctionnels (Vasculogenese).

Stade IV : R&urrence tardive. La formation de nouveaux vaisseaux ici devient neéessaire et le
meésanisme dominant dans ce stade est I'angiogenése, les BMDCs ne sont pas déectées dans les

vaisseaux ace stade [316, 317].

En plus, comme les GSCs (gliome stem-like cells) sont radio-résistantes, les GSCs survivantes
peuvent contribuer a la formation des vaisseaux par trans-diffé&entiation en cellules
endothédiales.

L’angiogenése, la vasculogenése et la trans-difféentiation des cellules tumorales peuvent &re
les mé&anismes impliqués dans la néovascularisation des tumeurs ré&urrentes apres irradiation,
cependant il est nécessaire de plus d’études pour éclairer ces derniers mécanismes afin de

confirmer cette hypothése.
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La radiothé&apie est un outil thé&apeutique essentiel dans la prise en charge des glioblastomes
(GBM). N&nmoins, la réidive post-irradiation, est quasiment inévitable et survient en géné&al
(90% des cas) aproximitéde la cavitéde résection ou dans le volume cible de la radioth&apie
post-op&atoire. Elle serait lié al’émergence d'une sous-population de cellules cancé&euses
particuliéement radiorésistantes qui présentent des capacités prolifé&atives, invasives et pro-
angiogéniques augmentéss. L’irradiation semble favoriser I’acquisition de ces propriétés
d’agressivité accrue en initiant des &hanges de signaux entre cellules irradiees et cellules non
irradiées situées a proximité du champ d’irradiation. Ainsi, des &udes ont montré que les
cellules tumorales irradiées peuvent affecter les propriéés phénotypiques des cellules tumorales
non-irradiés ou renforcer 1’angiogénése in vitro et in vivo via la lib&ation de facteurs solubles
pro-angiogéniques. Outre les facteurs solubles lib&&s, il a @émontréque les cellules tumorales,
y compris les cellules de glioblastome, peuvent libé&er des microvésicules (exosomes +
"shedding vesicles"), ¢’est-adire, des petites fragments membranaires de 30 &1000 nm, chargés
d’ARNm, de microARN, d’ADN, et de proténes. Ces micrové&icules tumorales (TMVs),
lorsqu’elles sont « captees et incorporées > par des cellules receveuses voisines, sont capables
d’en modifier le phénotype, ainsi que leurs propriéé& d’adhésion, de prolifé&ation, et de

migration cellulaire et in fine, contribuer &la progression tumorale.

En nous appuyant sur toutes ces connaissances, nous avons émis 1’hypothése que les récidives
des GBM post-irradiation pouvaient étre le résultat d’un microenvironnement tumoral et péri-
tumoral rendu plus permissif, suite ala lib&ation par les cellules tumorales irradiées, de
modulateurs tels que les TMVs et/ou les facteurs solubles.

Pour veéifier cette hypothése, nous devons déerminer comment la radiothé&apie peut influencer
la communication entre les cellules tumorales irradiées et les autres cellules situés aproximité
(autres cellules tumorales, cellules endoth@&iales, fibroblastes associé aux cancers, cellules

immunitaires) (Figure 42).
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Figure 42. Schéma simplifié du contexte scientifique de la thése

Tumor invasion

En particulier dans ce travail de thése, nos investigations ont portésur les relations entre les
cellules tumorales irradiées et les cellules endothdiales, éant donnéle rde central des cellules
endothéiales dans la progression tumorale (i.e. angiogenése indispensable &la croissance
tumorale et maintien du statut «souche >>des cellules initiatrices de gliomes).

Pour ce faire, nous avons mené diffé&entes exp&imentations in vitro sur des cultures cellulaires
pour :

1. documenter la réponse des cellules de glioblastome a I’irradiation ;

2. évaluer I’influence de I’irradiation sur la communication entre les cellules tumorales et les
cellules endoth@&iales aproximité&;

3. mettre en évidence les TMVs libérées par les cellules tumorales et évaluer I’influence de
I’irradiation sur cette lib&ation ;

4. étudier I’influence des TMVs et des facteurs solubles sur les capacités prolifé&atives et

migratoires des cellules endothéiales et des cellules tumorales non-irradiées.
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1. CULTURE CELLULAIRE

Toutes les manipulations de culture cellulaire ont &é&effectuées sous une hotte &flux laminaire
(Poste de seeurité Microbiologique de type IlI) avec du maté&iel st&ile et des milieux
pr&hauffés a+ 37<C. La culture des cellules est effectués par incubation des flasques dans un
incubateur &CO, thermostatéa+ 37 <C contenant un méange de gaz (5% CO, et 95% d’air) et
85 % d’humidité.

1.1. Ligneéss cellulaires tumorales

Les cellules UB7MG et T98G sont des cellules tumorales adhé&entes issues de Glioblastome
achetées al'ATCC® (LGC Standard, France). Les cellules sont conservées congelées dans de
I’azote liquide a - 196<C. Les cellules en culture sont (culture continue) maintenues dans du
milieu DMEM (Dulbecco’s Modifeid Eagle Medium, Life Technologies) complet (composition
deé&rite dans le Tableau 11) et sans rouge de phénol, et entretenues par repiquages successifs a

raison d’un repiquage par semaine.
1.2.1. D&ong@ation des cellules

Les cellules sont rapidement déongelés et mé&angées al0mL de milieu de culture. Apres
centrifugation &300 g pendant 10 minutes, le culot cellulaire est resuspendu dans 5mL de milieu

de culture et ensemencédans une flasque.
1.2.2. Passage en subcultures

Les cellules asub-confluence (80%) sont lavées 1 fois avec du PBS (Sigma-Aldrich) et sont
ensuite déachés en laissant agir pendant 5 minutes a+ 37<C, 1mL de trypsine-EDTA 1X
(0,05%) (Gibco®, Life Technologies). La digestion enzymatique est arré&ée par addition de 5mL
de milieu de culture. La suspension cellulaire est recueillie dans des tubes coniques sté&iles, puis
centrifugé a300 g pendant 10 minutes. Les cellules sont remises en suspension dans 5mL de
milieu de culture et déombrées, puis sont ensemenceées pour la continuitéde la culture et/ou

ensemencees selon le protocole utilisé

Les cellules UB7TMG ont &éutilisés entre les passages 8 et 23 et les cellules T98G entre les

passages 448 et 463.
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1.2. Cellules endothéiales

Les cellules endoth@&iales ont éé&isoléss selon la mé&hode de Jaffe modifié [318, 319] apartir
de cordons ombilicaux obtenus aprés consentement des femmes arrivees aterme aupres de la
maternité r&gionale de Nancy, conforménment ala réglementation en vigueur et selon les
conditions définies dans la convention signés entre le laboratoire et la maternitéréionale de
Nancy.

1.2.1. Isolement et la culture des cellules endoth&iales
Recueil des cordons

Les cordons ombilicaux, de 20 &25cm de longueur, sont recueillis dés I’expulsion placentaire, et
sont mis dans du HBSS (Sigma-Aldrich) st&ile, conservés a+ 4<C, utilisé& le plus t& possible

et au maximum 6 heures apres le préévement.
Recueil des HUVEC

L’extérieur du cordon est nettoyé avec de I’éthanol 70 % pour réluire les risques de
contaminations microbiologiques. Aprés dilatation de I’extrémité de la veine a 1’aide d’une
pince, un robinet est ins&édans 1’orifice de la veine. Apreés trois lavages avec du HBSS pour
&diminer le sang, la deuxiéne extrémitédu cordon est fermé avec une pince de chirurgien. Puis
15-20mL de la solution de digestion trypsine-EDTA &0,25 % (Life Technologies) est injectée.
Le cordon est ensuite immergédans de I’HBSS et ré&hauffépendant 10 min &+ 37<C. Le
cordon est alors massédoucement quelques secondes et la solution de digestion est recueillie
dans un tube & centrifuger de 50mL contenant 1mL de s&um AB humain (provenant de
donneurs volontaires sains, d&omplémentéa+ 56 T pendant 30 minutes et sté&ilis€par passage
sur un filtre de 0,22 um de diamétre (Millipore)) pour arréter 1’action de la trypsine. La veine est
lavé deux fois avec 20mL de tampon HBSS. La suspension cellulaire est centrifugé a400g
pendant 6 minutes. Aprés un lavage des cellules avec 10mL de milieu de culture, les cellules
sont ensemencéss dans une flasque de culture de 25 cm?, puis placées dans I’incubateur &CO, &
+37<C.

1.2.2. Culture des HUVEC

Le milieu servant &la culture des HUVEC est un milieu synthéique commercial : EndoGRO™.-
LS Complete Media Kit (Millipore, SCME001) composé de EndoGRO™ Basal Medium
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complé&éavec un EndoGRO™ —LS Supplement Kit contenant plusieurs déments adiffé&entes

concentrations (Tableau 11).

Tableau 11. Milieux de culture utilisés dans notre étude

Cellules tumorales
HUVEC
Pour la culture Pour expérience
Milieu de base EndoGRO™ Basal Medium DMEM
SVF 2% 10% 5% SVFd
Supplément 0,2% EndoGRO-LS supplement (v/v) 0,4% de L-asparagine (Sigma)
5ng/mL de rhEGF 0,36% de L-serine (Sigma)
50ug/mL de Ascorbic Acid 1% de L-glutamine (Gibco)
10mM de L-Glutamine 1% de Acides aminés essentiels (Sigma)
1,0pg/mL de Hydrocotisone 0,5% de Acides aminés non
Hemisuccinate essentiels(Sigma)
0,75U/mL de Heparin Sulfate 0,4% de Vitamines (Sigma)
1,25% de Pyruvate de sodium (Gibco)
Antibiotique 100U/mL de pénicilline et 100pug/mL | 100U/mLde pénicilline et streptomycine
de streptomycine (GibcoBRL)
2,5ug/mL de fungizone (GibcoBRL)

Dés le lendemain, le surnageant de culture est jeté&pour &iminer les globules rouges restant.
Apres deux lavages avec du HBSS, les cellules sont remises dans 5mL de milieu de culture.
L’examen au microscope inverséacontraste de phase montre que la plupart des cellules ont
adhé&e&s au fond de la bo'ie, cette culture correspond au passage z&o (PO0).

Normalement, apres 5-7 jours de culture, les cellules sont confluentes ; leur croissance s’arréte

par inhibition de contact. Pendant la culture, le milieu est changétous les 2-3 jours.

A confluence, les cellules sont lavéss 1 fois avec du tampon PBS. Les cellules sont déachés en
laissant agir pendant 30 secondes a+ 37 <C 1mL de trypsine-EDTA 0,05 %. Puis la digestion est
arré&ee par addition de 5mL de milieu de culture.

La suspension cellulaire est recueillie dans des tubes coniques sté&iles, puis centrifugé&e 24009
pendant 6 minutes. Puis les cellules sont remises en culture, qui correspond au premier passage
(P1).

Apreés leur deuxieme passage (P2), les cellules peuvent &re ensemencees aux densités cellulaires

nécessaires a 1’expérience et sont utilisées au maximum jusqu’au 4@me passage.
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2. DETERMINATION DES EFFETS DE L’IRRADIATION SUR LES CELLULES TUMORALES
2.1. Irradiation des cellules

Les cellules tumorales U87 et T98G sont ensemencées &5.10* cellules/mL dans des flasques de
25 cm3T25), ou &2.10* cellules/mL sur des lamelles en plastique (13 mm Thermalox®, NUNC,
Thermo Fisher) placés au fond des puits de plaques 6 puits. Les boies de culture sont laissées a

I’incubateur pendant 48 heures avant irradiation.

Aprés avoir changéle milieu de culture pour du milieu frais, les cellules sont irradiées avec un
faisceau de photons de 6MV produits par un acc@é&ateur lin&ire Clinac iX (Varian Medical
Systems) situédans le service de radiothé&apie du CHR Metz-Thionville, Hital de Mercy. Les
cellules sont irradiées a0, 2 et 10Gy (Figure 43) selon les modalités deerites ci-dessous.

Source!
100 cm!
PTW RWS3 slabs
water-equivalent
phantom!
/ i 3em!
! h 4
= ]
Air! E 6 cm!
Well plate! :
CHR-Metz-Thionville, Flask! / | \
Hopital de Mercy |

Figure 43. Schéma descriptif du protocole d’irradiation

Apres irradiation, les boites de cultures sont replacées a I’incubateur pour une durée variable, en
fonction des exp&imentations prévues. Dans ce manuscrit, les durées post-irradiation sont de 2h,

24h ou 48h et seront mentionnées sous le format H2, H24 et H48, respectivement.
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2.2. Numé&ration cellulaire et viabilitépar exclusion du bleu trypan

Aprés traitement, un comptage du nombre de cellules présentes et adhéentes au fond de la boie
est r&alis€apres avoir exposeles cellules au bleu trypan, (Sigma-Aldrich), un colorant exclu par

les cellules viables mais pouvant rentrer dans les cellules mortes.
2.3. Analyse de la capacitéclonogeénique des cellules tumorales irradiees

Le but de cette technique est de prendre en compte la mort retardé (mitotique) des cellules
irradiées en déerminant leur pouvoir clonogénique, ¢’est-adire leur capacitéde former un clone

de cellules, toutes issues de la méne cellule mere.

Les essais clonogéniques sont r&lisés dans les plaques de P6 en suivant le protocole standard dit
«en double couche d’agar mou ». Le fond des puits est, au préalable, recouvert d’une premiére
couche d’agar solidifiée. Cette couche inférieure, constituée de 0,5% d’agar (Sigma), diluédans
du milieu de culture, et est déposée a 1’état liquide puis laissé pour gélification. Les cellules
tumorales irradi€es ou non-irradiées sont mises en suspension dans une solution a0,3% d’agar
(dans du milieu de culture) aune concentration de 10000 cellules/ml. Cette suspension cellulaire
est déoseée dans les puits au-dessus de la premiée couche solidifiée. Puis, chaque puits est
recouvert avec 1ml de milieu de culture complet. Aprés 14 jours d’incubation, le milieu de
culture est diminéet les colonies cellulaires sont marquees par mise en contact avec du MTT
(3-(4,5-diméhylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltetrazolium bromide, 1mg/ml, Sigma) pendant 3h.
On ajoute in fine 1ml de formol (Prolabo) pour fixer les colonies. Les colonies formés sont
comptés a I’aide du systéme Gel Count (Oxford Optronix) qui déermine le nombre de colonies

grace a une analyse d’image.
2.4. Etude de ’apoptose et de la nécrose par cytométrie en flux

2.4.1. Principe

Dans une cellule non-apoptique, les phosphatidyls&ines (PS) membranaires ne sont situées que
sur le feuillet interne de la membrane plasmique des cellules. Dés qu’une cellule entre en
apoptose (premié&es phases), elles se re-localisent et sont exprimés des deux cGé de la
membrane. L’annexine V est une protéine ayant une forte affinit€pour les phosphatidyls&ines
et donc s’y associent, dés lors que celles-Ci sont accessibles. L’annexine V, lorsqu’elle est

couplé aun marqueur fluorescent, va ainsi permettre d’identifier les cellules apoptotiques.
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Il faut noter que les cellules nérotiques dont la membrane est alté&é& sont aussi marquées par
I’annexine V. Toutefois, il est possible de discriminer les cellules apoptotiques des cellules
neerotiques en exposant 1’ensemble des cellules a de 1’iodure de propidium. Celui-ci ne pénére
que dans les cellules otrles membranes cellulaires sont alt&ees, c’est-adire dans les cellules

neerotiques et les cellules en phase tardive d’apoptose.

Une analyse par cytométric en flux permet d’avoir une approche semi-quantitative de la

proportion de cellules apoptotiques et n€erotiques apres traitement.
2.4.2. Application

L’alignement des lasers et la stabilit¢ de I’appareil sont vé&ifi&s en utilisant les billes
fluorescentes calibrés (Flow-Check® Fluorospheres, Beckman Coulter, France) et les billes
SPHERO® (Rainbow Calibration Particles, Spherotech, USA).

Les cellules irradiées et non-irradiées sont ré&upéés. Aprés centrifugation et comptage
cellulaire, 10° cellules sont re-supendues dans 1ml de tampon «Binding Buffer 1X >{BD
pharmigen, BD Biosciences). 5ul. Annexin V-FITC (BD Biosciences) et 10ulL d’lodure de
propidium (Sigma, 50pg/ml dans PBS) sont ajouté&s dans 100uL de suspension cellulaire
préparés. Aprés une incubation pendant 15 min atempé&ature ambiente a 1’obscurité, les cellules
sont diluéss dans 400uL de tampon «Binding Buffer 1X >3 et analysées par cymomérie en flux

(CMF, Navios, Beckman Coulter, Plateforme “Nancytomique” CHRU Nancy).

Pour chaque &hantillon, une analyse conditionnelle a ééralisé al’aide d’un cytogramme
FSC (Forward Scatter) versus SSC (Side Scatter), afin d’exclure les événements correspondants
aux débris de petite taille et aux agrégats. L’analyse des échantillons est effectuée pendant 300
secondes. Au moins 10000 cellules sont passés pour I’acquisition. La lecture de I’annexine V-
FITC est sur le canal FL1, alors que la lecture de I’iodure de propidium est sur le canal FL3
(Figure 44).
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Les résultats obtenus au cytométre sont &analyser comme suit :

e Annexine V/PI : cellules vivantes (AG3)
e Annexine V/PI" : déoris nucl&ires (AG1)
e Annexine V'/PI" : phase précoce d’apoptose (AG4)

e Annexine V*/PI" : phase tardive d’apoptose et nécrose (AG2)

3. MISE EN EVIDENCE ET QUANTIFICATION DES TMVs

3.1. Observation de TMVs ala surface cellulaire par Microscopie Electronique &Balayage
(MEB)

Les cellules tumorales U87 et T98G sont ensemencées a2.10* cellules/mL sur des lamelles en
plastique (13 mm Thermalox®, NUNC, Thermo Fisher) placées au fond des puits de plaques 6

puits pendant 48 heures, puis les cellules sont irradiées.

Aprés trois lavages avec du PBS, les cellules irradiées et non-irradiés sont préoarées pour
I'analyse en microscopie @ectronique abalayage : elles subissent une fixation pendant 2 heures
dans du glutaraldéhyde &2% dans un tampon cacodylate, suivie de plusieurs lavages al'eau ultra
pure, puis d’une déhydratation avec de I'éhanol. Pour finir, 1’échantillon est méallisé (or /
palladium) & l'aide d'une coucheuse par pulvé&isation Polaron Range SC7640 ThermoVG
Scientific appareil. La morphologie des cellules est analysé al'aide d'un appareil de Cambridge
Stereoscan S240 du «Service Commun de Microscopie> de I'Université de Lorraine. Des
microphotographies sont prises sous une tension d'accéé&ation de 20 kV. Ce travail a &éralisé
avec l'aide du pr. b. foliguet et m. chevrier dans ce service.

3.2. Les milieux conditionnés, les TMVs et les Filtrats :

3.2.1. Principe

Les milieux conditionn& (CM) sont des milieux issus de la culture des cellules. Ils contiennent
tous les facteurs libé&é& par les cellules pendant un temps de culture déerminé mais sont
appauvris en certaines substances (nutriments et facteurs de croissance) utilisees par les cellules

pendant la culture comme certains facteurs de croissance.

Cette technique nous permet de ré&upé&er les diffé&entes substances libéees par les cellules
tumorales expos&s ou non aun traitement. La ré&upé&ation des milieux conditionn& (ou des
substances qu’ils contiennent par purification) et la mise en contact de ces derniers avec des

cellules receveuses permet d’évaluer I’effet indirect de ces traitements.
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3.2.2. Méhode de préparation

Le milieu DMEM/SVFd est un milieu DMEM complet contenant 10% de SVFd, c’est-&dire du
sé&um de veau feetal dépléeéen microvesicules (1’¢élimination des microvésicules est obtenue par
centrifugation 2 fois 215000 g pendant 1 h 30 a+ 20<C). Ce milieu est préparéa I’avance, au

début de chaque manipulation.

Les cellules tumorales sont ensemencées &50 000 cellules /cm? dans des flasques 25 cm? et sont
cultivées pendant 48h dans du milieu DMEM complet contenant 10% de SVF. Pour diminer le
plus possible les microvésicules potentiellement pré&entes et libéés au cours de ces premiéres
48h, trois lavages avec du HBSS sont effectués. Puis, 5 mL de milieu DMEM/SVFd (Tableau x)
sont ajoutés. Les cellules dans les flasques sont irradiées a0, 2, 10Gy.

Aprés irradiation, les boites sont replacées a 1’incubateur pour 2, 24 ou 48h.

e Pour obtenir le milieu conditionn&(CM), les milieux de culture sont transf&és dans des
tubes coniques sté&iles et centrifugés &2000 g pendant 10 minutes &+ 20T pour Ger les
débris cellulaires.

e Pour obtenir une suspension de TMVs, les milieux de culture collecté& sont transfé&és
dans des tubes coniques sté&iles (5 mL par tube) et sont centrifugé 2 fois &22600 g
pendant 15 minutes ; 3 ml de surnageant sont ré&up&és, correspondant aux suspensions
de microvesicules, qui sont analysés immé&liatement apres leur ré&upé&ation. Le
protocole présentéréond aux critées internationaux de préparation des microparticules
plaquettaires approuveépar le comitéinternational de standardisation scientifique ISTH
[260].

Dans les suspensions de microvésicules, il y a non seulement des TMVs mais aussi difféents
facteurs solubles, et la séparation de ces deux types de composants se fait a 1’aide d’un tube
Pierce Concentrator 20ml/150K (ThermoFisher, Strasbourg). Aprés un lavage du filtre avec du
PBS sté&ile (édimination du glycé&ol, conservateur de la membrane filtrante), la suspension de
microvésicules apurifier est ajouté sur le filtre et le tube est centrifugéa2600g, le temps de
centrifugation est fonction du volume de TMVs (par exemple, 10min pour 12mL).

Déposer ~ 13 mL de CM purifié sur le filtre

Centrifugation Centrifugation Concentrat
[ 2600 g 10 min 2600 g 15 min Filtrat
a20°C a20°c
TMVs
suspension Eliminer le filtrat
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Selon le tableau des correspondances et si les volumes ont &&déoses avec preeision, il doit
rester entre 500 et 1000 au-dessus du filtre (culot de TMVSs).

A. Dead-stop Control

Controlling the dead-stop volume will prevent over-concentrating proteins with known stability problems. The final sample
volume placed in the upper sample chamber plus buffer in the collection tube can control the dead-stop volume. Sample
concentration will cease when the volume in the collection tube rises to the meniscus in the sample chamber. The dead-stop
volumes for various sample sizes are indicated in Tables 1 and 2. For example, 16mL of sample with 6mL of buffer placed in
the collection tube (22mL total volume) will result in a dead-stop volume of ~200uL after centrifugation in a swinging-bucket
rotor.

Table 1. Dead-stop volumes for various sample sizes using the 20mL
concentrators.

Total Volume
(sample + buffer in collection tube)

Swinging Bucket (ml))  35°¥ixed Angle (mL)* Dead Stop (L)

20.6 21.3 100
22.0 22.4 200
24.7 24.4 500
27.2 26.2 1000
30.2 28.5 2000

*Do not exceed the maximum recommend sample volume (13.5mL) for
a fixed-angle rotor or sample loss may occur and rotor may become
imbalanced.

Puis, le Filtrat, collecté au fond de tube, contient seulement des facteurs solubles : il est
reupéée et conservé Le culot de TMVs formé sur le filtre subit un lavage au PBS par
centrifugation &2600g pendant 10 minutes, puis est réup&é: on obtient ainsi les TMVs

purifiés.
3.3. Analyse de la taille des microveésicules par granulomérie laser

3.3.1. Principe

La granulomérie laser est une technique basé sur la diffusion dynamique de la lumiée (DLS
pour Dynamic Light Scattering) et permet la déermination de la taille de micro- ou
nanoparticules en suspension dans un liquide (0,6 nm et jusqu’a 6 JUm). L’appareil utilisé est le
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd) (Figure 45) : il utilise un laser néan-héium 633

nm comme source lumineuse (N <1) pour €lairer 1’échantillon présent dans la cuve (N°2).

Les moléeules en suspension ne sont pas statiques mais sont animées par les mouvements
browniens. Lorsque les particules sont &lairés par la lumiée provenant d'un laser, elles
diffusent la lumiee et leur mouvement brownien produit des fluctuations d'intensité
significative, qui peuvent &re déect& a de nombreux angles diffé&ents (Figure 46). En
conséguence, la taille des molé&ules peuvent &re automatiqguement calculés alaide de la
relation de Stokes-Einstein, a condition que la viscosité et I’indice de réfraction de la solution

soient connus.
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Cette technique est simple d’utilisation, rapide et offre 1’avantage de ne pas imposer d’étape

préoarative de 1’échantillon.
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Figure 45. Principe de mesure de la taille des particules en suspension par DLS. (Extrait du site internet Wikipédia).
L’amplitude des variations des intensités de la lumiére diffusée par les petites particules pendant un temps trés court
est plus important que celle de la lumiere diffusée par les particules plus grosses, en raison de leur plus grande
vitesse

Laser Zetasizer Optical arrangement
Nano S 173° (Al
Nano ZS 173° [A]
Nano S90 90° e
Nano ZS90 90° (6]
tenuator Q

Figure 46. Schéma descriptif de At ! | .
&)
I'appareil Zétasizer NanoZS (Malvern © gr’é;uetem

Instruments Ltd)
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3.3.2. Utilisation de I’appareil

500uL d’échantillon a analyser sont déposés dans une cuve en plastique de 1,5mL et placée dans

I’appareil. L’appareil est ensuite paramétré et I’analyse est lancée en appuyant sur START.
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L’appareil reégle lui-méme le focus et I’intensité du laser en fonction de la concentration des
échantillons avant d’effectuer les analyses. Aprés un temps d’équilibration de 30 secondes, il
effectue au moins dix mesures de tailles en triplicat par €hantillon, ce qui lui permet de

déerminer le profil de distribution des tailles des particules.

L’indice de polydispersité (PdI) est calculé par le logiciel a partir de 1’analyse cumulée des
intensités mesurées. Un Pdl de 1 indique que la distribution en taille des particules est large
(suspension polydisperse) alors qu’une valeur proche de zéro indique qu’il n’y a pas de variation

dans la taille de I’échantillon (suspension monodisperse).
3.4. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA, Nanosight)

3.4.1. Principe

Le NTA est une mé&hode reconnue pour la visualisation et I'analyse directe de nanoparticules
dans les liquides en temps reel et basée sur une technique de microscopie avec une source
lumineuse laser. Le mouvement brownien des nanoparticules est analyséen temps réel par une
camé&a de haute sensibilité& chaque particule est visualisée simultanément mais séparénent, et
suivie par une image de cheminement analyseés par un programme d'analyse de particules d&lié
Le NTA permet d’étudier des mé&anges de particules h&é&ogenes et d’en déduire le profil de
distribution des tailles des particules et, plus important encore, de déerminer directement la

\

concentration des particules (Figure 47).

~

Particles scatter
laser beam

METT ame
Microscope

Liquid

/

Particles to be viewed
are suspended in liquid

Laser beam
(approximately 50 um wide)
\ Glass Metallised surface /

Figure 47. Configuration de NanoSight instrument (Extrait de Dragovic, Nanomedicine: Nanotechnology, Biology,
and Medicine, 2011)
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Un faisceau laser passe atravers la chambre d'é&hantillonnage, et les particules en suspension
dans le chemin de cette lumiée provoquent la diffusion du faisceau et peuvent ainsi facilement
ére visualisées par l'intermédiaire d’une camé&a monté sur un microscope avec grossissement
de 20X. La camé&a qui fonctionne aenviron 30 images par seconde (fps) capture un fichier
vidé® du mouvement des particules soumise au mouvement Brownien dans le champ de vue
d'environ 100pum X 80um X 10um (Figure 48A). Cette vidéd dure 90 secondes.

La Programme NTA identifie simultanénent et suit le centre de chaque particule sur une base
«image par image »tout au long de la durée de la vidé (typiquement 900 images ou de 30
secondes) (Figure 48B). La distance moyenne parcourue par chaque particule qui se délace en
x et y dans I'image est calculée automatiqguement. Le mouvement Brownien de trois dimensions
est suivi dans deux dimensions (X et y). Avec d’autres paramétres comme la température du
solvant, le temps d'é&hantillonnage et la viscosit€ le systéne en appliquant I'é&uation de Stokes-

Einstein, peut calculer la taille de chaque particule suivie (Figure 48C).

A

Figure 48. Schéma descriptif de la procédure de la détermination de la taille par NTA (NanoSight Ltd)

Par ailleurs, le NTA regroupe les mesures de taille particule par particule avec I’intensité 3D vs

concentration vs taille (Figure 48D).

3.4.2. Application
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Selon les recommandations du fabriquant, pour permettre qu’un nombre suffisant de particules
puisse &re analysédans un déai acceptable (par exemple <60 secondes), et géné&er un profil de
distribution de tailles statistiguement significatif et reproductible, les éhantillons devraient
contenir entre 107 et 10° particules/ml. Ainsi, aprés centrifugations successives, les TMVs

contenues dans des milieux conditionné& sont diluées 10 fois dans du milieu DMEM seul.

Les &hantillons sont bien homogénésé avant l'introduction dans la chambre de mesure et un
enregistrement vidé, typiquement de 90 secondes, est lancé avec le logiciel NTA 2.3
(NanoSight Ltd, Malvern Instrument). Une combinaison de la vitesse d'obturation éevee et du
gain suivie d’une mise au point manuelle permet la visualisation optimale d'un nombre
maximum de vésicules. Pour suivre avec preeision les vésicules, elles doivent &re vues chacune
comme des points uniques de lumiée. Chaque €hantillon fait I’objet de 3 mesures répéees.
Chague vidé est ensuite analysée pour donner la moyenne, le mode et la taille moyenne de la
véicule, avec une estimation de la concentration. Une feuille de calcul Excel (Microsoft,
Redmond, Washington) est &alement géné&é automatiquement, montrant la concentration pour

chaque taille de vésicules.
3.5. Quantification des TMVs par cytométrie en flux

3.5.1. Principe

Parmi des paramétres de cytomékrie en flux, la diffusion de la lumiée aux petits angles (FSC,
Forward Scatter Collection) est collecté& dans I’axe du faisceau lumineux et permet la mesure
des paraméres physiques, renseignant ainsi sur la taille de I’événement mesuré. La diffusion de
la lumiée aux grands angles (SSC, Side Scatter Collection) est collectée &a90< par rapport au
faisceau lumineux et donne des indications sur la structure interne de la structure analysee
(granulomérie). Le cytomére Navios, (Beckman Coulter, Plateforme “Nancytomique” CHRU
Nancy) est doté d’un systéme amélioré permettant de collecter la lumiére diffusée par des

particules submicroscopiques et est donc adapté a I’analyse des TMVs.

3.5.2. Application

L’analyse des microvésicules nécessite 1’utilisation de billes de différentes tailles afin de rep&er
les é&vénements correspondant aces particules, dont la taille est infé&ieure &lum. Ceci est
possible grace a I’utilisation d’un réctif spe&ifique, le Mé&amix® (Biocytex), constitué de
billes fluorescentes de diamétres variés (0,5um, 0,9um et 3um) (Figure 49A). Elles assurent la

stabilitédes ré&glages et permettent de compter les microparticules de fagn reproductible. Le
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canal FL1 est regléde telle sorte &obtenir 50 % (50 % %2 %) pour chaque population de bille.
Ces billes permettent de définir de fagn standardisée la zone d'analyse des microparticules. Les
billes de 0,9um placent la limite haute de détection des microvésicules. Une fen&re est dessinee
sur le scatogramme représentant SS en fonction de la taille (FS) d’aprés la position de billes de
0,9um, tous les é&éements dans cette fen&re sont les microvésicules (figure B). Il est anoter
que la limite de la déection de la machine est définit 2300nm [256], par consé&juence, le

cytometre en flux permette la quantification des microvésicules entre 300-1000nm.

Lorsque 1’on désire effectuer une analyse quantitative des microparticules, il est possible
d’utiliser les billes Particle Count Standard (SureCount™, Bangs Laboratoires) : ce sont des
billes fluorescentes en quantitéconnue dans un volume connu. Par ajout en quantitéconnue aun
volume identique de suspension cellulaire, elles servent de calibrateur interne, permettant de

calculer la concentration des microvesicules (Figure 49B).
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Figure 49. Méthode de sélection des événements permettant 'analyse par cytométrie en flux des microparticules. A.
Une suspension commerciale de billes fluorescentes calibrées de taille égale a 0,5 ; 0,9 et 3um est utilisée pour
effectuer les réglages de I'appareil permettant la sélection des événements dont la taille est en dessous de 0,9um. B.
Les billes Particle Count Standard sont utilisées comme calibrateur interne pour déterminer la concentration de
microvésicules

4. EFFETS DES MILIEUX CONDITIONNES, DES TMVS ET DES FILTRATS SUR LES CELLULES
RECEVEUSES

4.1. Real Time Cell Analyzer (xCELLIigence)

4.1.1. Principe

Le Real Time Cell Analyzer (RTCA, ACEA Biosciences) est un systéme dé&liéau suivi temps
reel du comportement des cellules adhé&entes, basé sur la mesure d’impédance, permettant

d’obtenir des informations quantitatives sur I’état biologique cellulaire (adhésion, prolifération,
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viabilit& morphologie) en continu, en temps r&l et sans marquage. Ce systéme est composé
d’une station a placer dans I’incubateur, supportant la plaque 96 puits (E-plate 96) dont le fond
est recouvert de microéectrodes en or. Cette station est reliée au RTCA Analyzer qui enregistre
et traite les signaux d’impédance, enregistré au niveau de chaque puits, et analysé grae aun
logiciel d’exploitation spe&ifique. Quand la plaque E-plate est posé dans la station RTCA, un
courant @ectrique traverse le puits, donnant lieu a un signal d’impédance de réé&ence (proche
de 0). En présence de cellules adhé&entes au fond des puits, la résistance au passage du courant
dectrique augmente, donnant un signal d’impédance cellulaire. Le Cell Index (Cl), paramére
sans dimension enregistréen continu, est obtenu a partir des variations d’impédance électrique ;
il est repréentatif du statut cellulaire global. Plus le nombre de cellules est devé plus les
valeurs d’impédance sont importantes (Figure 50). Le Cell Index varie par ailleurs en fonction
de la morphologie cellulaire, de la qualitédes interactions cellulaires et des interactions entre

cellules et support (I’adhésion cellulaire).
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Figure 50. Représentation schématique de la surveillance en temps réel des cellules adhérentes par le systéeme
RTCA (xCELLigence, ACEA Biosciences)

4.1.2. Application
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150 uL de suspension cellulaire, contenant 4 000 cellules HUVEC ou des cellules tumorales
(UB7MG, T98G), sont déposé dans chaque puits. 20 min aprés ensemencement, la mesure
d'impé&lance a I’aide du systéne RTCA dévute, araison d’une mesure toutes les 15 minutes. 24
heures aprés I'ensemencement, le milieu de culture est @iminéet les tapis cellulaires au fond des
puits sont rincé avec 200uL. HBSS. Puis, on ajoute soit les CM soit les Filtrats soit les TMVs
purifiés (remises en suspension dans du DMEM/SVFd) dans les puits correspondants. Le
milieu DMEM/SVFd ou EndoGROTM-LS est ajoutédans des puits té&noin. Puis, la plaque est
replacée sur sa station d’accueil dans I’incubateur : la mesure d'impédlance reprend araison
d’une mesure toutes les 5 minutes pendant 24 heures puis aintervalles de 15 min jusqu’a la fin

du suivi (environ 5 &7 jours).
4.2. Test de blessure (Wound-healing assay)

4.2.1. Principe

La migration cellulaire collective pour laquelle les cellules maintiennent des contacts cellule-
cellule, est un meéeanisme fondamental au cours du développement embryonnaire, mais aussi
chez I’adulte, lors des phé&omenes de cicatrisation de plaies ou de déseloppement de certaines

tumeurs.
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Figure 51. Représentation schématique du test de blessure [320]

Au laboratoire, ce phéomene de migration est couramment éudi€a ’aide d’un test speifique
dit «test de blessure » Au fond d’une boite de culture, des cellules adhérentes forment un tapis

cellulaire confluent. Une bande de cellules est arraché avec une pointe de pipette pour cré& une
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«blessure > Les cellules migrent alors pour combler la blessure, et reconstituer la monocouche

cellulaire confluente (Figure 51). L’ajout d’un facteur de croissance accélére le processus.
4.2.2. Application

Des cellules HUVEC sont ensemencéss dans des plaques 24 puits aune densité de 2.10°
cellules/puits et sont laissées al’incubateur pendant 24 heures pour qu’elles forment un tapis
monocouche confluent. Ensuite, le milieu de culture est dimin€et une rayure (blessure) est
crée dans le centre de la monocouche de cellules avec une pointe de pipette st&ile de 1000mL.
Immédiatement, la rayure est observée sous microscope invers€&(Diaphot 300, Digital Sight DS-
Fil camera, Nikon), photographi€s pour en déerminer sa largeur initiale. Ensuite, les milieux
conditionné& (CM) ou filtrat contenant des facteurs solubles ou TMVs dans DMEM/SVFd frais,
ou DMEM/SVFd (comme ténoin) sont ajouté& dans les puits. Aprés incubation pendant 18h, le
surnageant est diminé Les cellules sont fixés avec du formol 4% et colorées avec du cristal
violet &0,05%. Enfin, les cellules sont observées et photographiées, pour déerminer la largeur

finale de la blessure, en utilisant la mé&ne méhode que pr&&lemment.

Pour déerminer la distance de migration, la distance entre les deux bords de la blessure est
mesuree en utilisant le logiciel NIS Element Software (Nikon) (i) juste aprés la blessure (D1) et

(ii) apres 18h d'incubation (D2). La distance de migration est calculé comme suit: (D1-D2) / 2.
4.3. Test d’invasion (Chambre de Boyden)

L’insert de culture cellulaire (BD Falcon) pour 24 puits est un systéme in vitro destinéal'éude
de la migration et Il'invasion des cellules atravers la membrane basale. L'insert de culture
cellulaire Falcon® contenant une membrane en PET avec une taille de pores de 8,0 pm. La
membrane sert de barriére de distinguer entre les cellules migratrices et non migratrices. Les
cellules ensemencées dans I’insert ayant la capacité migratoire peuvent traverser la membrane et
arriver a I’autre c6té de ’insert (Figure 52). Si le fond de I’insert est recouvert d'une couche
uniforme de matrice afin d'empé&her la migration des cellules non invasives atravers la

membrane, ce systéme peut étre utilisé pour 1’étude de I’invasion cellulaire.

Le BD Matrigel Basement Membrane Matrix (BD Bioscience) est diluédans du DMEM seul et
déosésur toute la surface de I’insert. Une fois le Matrigel polymé&isé€ le milieu est aspiré
doucement et remplacé par 500 pL de DMEM avec 2.10° cellules. 700 pL de DMEM/SVF
(comme Ctrl) ou CM/Filtrat/TMVs resuspendu dans DMEM/SVFd sont rajoutés dans les puits

correspondant aux inserts. Au bout de 24h, les cellules qui n’auraient pas migrées sont éiminees
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par gratter la surface avec une coton tige. Les cellules ayant travers€le Matrigel et de I’insert est
fixées avec 4% PAF et colorées avec cristal violet 0,05%, puis les photos sont prises au
Microscope inversé acontraste de phase (Nikon AZ100). La coloration est solubilisé& dans

’acide acétique 4%, 1’absorbance est lu a 540 nm au spectrophotometre (Thermo).
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Figure 52. Systeme d’insert (la chambre de Boyden) pour le test d’'invasion (adapté a Hart, Gas, 2006) [321]

4.4. Etude de la formation des structures pseudo-capillaires in vitro

Cette technique permet d’évaluer in vitro la morphogenése dans 1’angiogenése. Les cellules
endoth@&iales ensemencés sur Matrigel afaible densitéforment un réseau de structures pseudo-
capillaires dans une adeux dimensions. Les puits sont photographié et la morphogenése est
quantifiée (densitédu réeau, nombre de jonction, longueur du réeau) par la mesure de la

longueur ou de la zone de structures pseudo-capillaires.

Le Matrigel® est une substance isolée apartir de souris portant le sarcome Engelbrech-Holm-
Swarm (EHS), contenant diffé&entes proténes de la matrice comme la laminine, le collagéne de
type 1V, la fibrine et certains facteurs de croissance tels que EGF, TGF-3et PDGF. Il permet
d’offrir un support aux cellules en mimant I’environnement naturel et I’initiation d’une réponse

angiogénique.

Les HUVEC (90 000 cellules/cm?) sont ensemencéss dans les puits recouvert de Matrigel (BD
Biosciences) et sont laissés pour adhé&er. Puis le milieu de culture est remplacé par le
CM/Filtrat/ TMVs resuspendu dans DMEM/SVFd. Aprés I’incubation pendant 24h, les cellules
sont fixés avec le paraformaldényde (PAF) 4% (p/v). Les réeaux capillaires formé par les
cellules endoth@iales sont marqué par la Phallo'dine-sulforhodamine (Fluoprobes®), une
molé&ule fluorescente permettant la visualisation de 1’actine (protéines du cytosquelette). Les
réseaux capillaires sont ensuite photographiés a I’aide du microscope a fluorescence AZ100
(Nikon) éguipé&de la camera Digital Light DS-Qi1Mc (Nikon).
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5. ANALYSES PROTEIQUES DES FILTRATS/ TMVS ET DES CELLULES
5.1. Extraction et dosages des prot@nes totales contenues dans les filtrats et les TMVs

L'extraction des proté@nes des TMVs purifiéss (retenues en culot sur le filtre du tube Pierce
Concentrator) est effectuée a 1’aide d’un tampon lyse (lysis buffer 17, R&D Systems) compl&é
de 1,2% d’aprotinine, 0,4% de leupeptine et 0,2% de pepstatine. Le dosage du contenu total en
proté@nes dans le Filtrat et dans le lysat de TMVs est r&lisésur le principe de la méhode de
Lowry a I’aide du kit BCA et utilisé¢ selon les recommandations fournies par le fabriquant
(BCA® Protein assay kit, Thermo Scientific). Les concentrations sont calculées en ug/mL a

partir d’une gamme étalon de BSA (fournie dans le kit).
5.2. Analyse protémique des filtrats et des TMVs par Proteome Profiler™ Array

5.2.1. Principe

Le contenu proté@que des filtrats et des TMVs est explorégrae aune analyse protédmique par
Proteome Profiler™ Array. Il s’agit d’une technique d’analyse rapide et semi-quantitative de
I’expression des protéines reposant sur le principe de ’ELISA sur membrane et couplé aune
technique de déection par chimiluminescence. Des anticorps spe&ifiques reconnaissant 55
proté@nes impliquées dans 1’angiogenése (Tableau 12) ont &é fixés sur une membrane de
nitrocellulose sous forme de spot, en duplicat par le fabriquant. Parmi ces 55 facteurs, il y a des
facteurs impliqguédans la prolifé&ation de cellules endothéiales comme VEGF, IL-8, FGF,
PDGF ; dans la migration cellulaire comme MMP-9, TIMP-1 ; dans 1’angio-inhibition comme
ADAMTS1 ; dans la réonse inflammatoire comme GM-CSF, IL-113[322].

Notre &hantillon prot&que est m&angéavec les anticorps de déection (anticorps biotinylés) et
le tout est déposésur la membrane. Aprés quelques lavages pour diminer les proté@nes non liees,
la streptavidine-HRP (horseradish peroxidase) et les réctifs de déection par
chimiluminescence sont ajoutés. La lumiére est énise par les spots oulles proténes sont fixées
et ’intensité lumineuse est proportionnelle au taux de proténes liés. Trois contrdes positifs et
un contrde négatif sont &alement répartis sur la membrane afin de tenir compte des liaisons

non spe&ifiques.
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Tableau 12 : Position des protéines sur la membrane détectées par le kit « Proteome Profiler™ Human
Angiogenesis Array Kit » (ARY007, R&D System)

Human Angiogenesis Array Coordinates

—r AT MO e OO N D e 20O O
—

— = e e p—p— p—

A
B
C
D
E
F
1,2 34 56 78 9,10 11,92 | 1314 | 1516 1748 | 1920 | 2122 | 2324
A | Postive Activina |ADAMTS1| ANG angt | Ang2 | A"R- | apeg | Aremin Postive
Control statin Control
6] T | cxcus | oeev EGF |EG-VEGF | Endogin |Endostatin| ET1 FeF1 | FeF2 | FoFs | FoF7
c| conr | omcsr | weeer | Her | wrem | wree2 | wrees | w1s s | ToFe1 | Leptn | mMcP1
| weie | mwps | uMPs |NRG181| PTX3 | PD-ECGF | POGF-AA | PDGF-AB | Persephin|  PF4 PLGF | Prolactin
£ | maspin | Pan peoF | Tmer | TmePs | TSP TSP2 wPA  |Vasohibin| VEGF | vEGFcC
g | FPosttive Negative
Contral Control

5.2.2. Protocole

Le kit «Proteome Profiler® Array »(ARY007, R&D Systems) a &éutiliséconforménent aux
recommandations faites par le fabriquant. Les sites de liaison non speeifique de la membrane de
nitrocellulose ont &ébloqué pendant 1 heure avec le tampon fourni par le kit. Dans le tampon
de dilution, 1mg de prot@nes a &@émd@éangéavec 15uL d’anticorps de détection biotinylés et
laissé pendant 1 heure &tempéature ambiante. Apres &imination de la solution de blocage
pré&ente sur la membrane, le méange €hantillon/anticorps de déection est déosé sur la
membrane et laiss€en contact pendant une nuit &+ 4<C. Trois lavages sont r&lisé& avec le
tampon de lavage fourni dans le kit. 2mL de streptavidine-HRP sont déposé& pendant 30

minutes atempé&ature ambiante, suivi par trois lavages.

Pour la déection de la chimiluminescence, les membranes sont déposeées sur le plateau de
I’analyseur d’image luminescent (LAS3000, Fujifilm). ImL de solution de révéation (0.5 mL
de Chemi Reagentl + 0.5mL de Chemi Reagent2) est déosésur chague membrane. Les spots
sont r&v@é& par une illumination de 5 minutes et le niveau de gris est déerminépour chaque

spot par le logiciel Multi Gauge V3.0 software (Science Lab, Fujifilm). Le niveau du bruit de
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fond est soustrait pour chaque spot. Les protéines détectées sont identifiées a 1’aide d’un film

transparent repréentant les coordonnés de chaque spot (figure x ci-dessous).
5.3. Analyse des reeepteurs membranaires des cellules par Western-Blot

Le Western Blot est une mé&hode permettant la déection et I'identification de proté@nes
spe&ifiques dans un €hantillon biologique. Les proté&nes sont séarees par éectrophorése SDS-
PAGE (Sodium Dode&ylsulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) selon leurs tailles. Les
proténes sont ensuite transfé&és du gel aune membrane de nitrocellulose puis incubées avec un
anticorps speeifique de la proténe l'inté&& (anticorps primaire), I'anticorps secondaire coupléa
un fluorophore se fixe sur le 1 anticorps pour permettre la mise en é&idence de la proténe par

chimiluminescence.

Aprés I'extraction des proténes des cellules par tampon de lyse RIPA (Tableau 13), le dosage du
contenu total en proténes dans le lysat est r&lisésur le principe de la mé&hode de Lowry a
I’aide du kit BCA® protein assay kit (Thermo Scientific) et utiliséselon les recommandations
fournies par le fabriquant. Les concentrations sont calculées en pg/mL a partir d’'une gamme

&éalon de BSA (fourni dans le Kit).

Des gels de polyacrylamide sont préparés et montés sur le systéme d’électrophorése (Mini-
Protean®Tetra cell BioRad). Les €&hantillons sont méangé& avec du tampon de charge et
dénaturés par chauffage a+ 95<C pendant 5 minutes. 25ug de protéines sont déposés dans
chaque puits et 1 puits contenant du marqueur de taille (Precision Plus Proteintm Standards dual
color, Biorad), la migration est effectué. Puis les gels sont déosé& sur une membrane PVDF
(0,45um, Amersham) activée. L’ensemble est mis atransfé@er dans le systéne de transfert
liquide (Transblot, BioRad). Aprés le blocage des liaisons non spe&ifiques des membranes par
incubation dans le tampon de blocage, les membranes sont incubées avec les anticorps primaires
pendant 1 nuit a+ 4 <C sous agitation. Aprés 3 lavages avec le tampon de lavage, les membranes
sont incubés avec I’anticorps secondaire couplé ala HRP pendant 1 heure atempé&ature
ambiante sous agitation suivi de 3 lavages. La membrane est immergé dans la solution de
substrat de ré&dation SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate (ThermoScientific)
pendant 5 min. La révélation des bandes s’effectue par illumination des membranes pendant 5

minutes al'aide de 1’analyseur d’image luminescent (LAS3000, Fujifilm).
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Tableau 13. Tampon de lyse pour I'extraction des protéines de cellules

Tampon de RIPA

+ Compléments

20 mM Tris-HCL pH 8 (Sigma) | Complete 1X: (Roche)

1 % TritonX-100(Sigma)

200 mM NaCl(Sigma)

inhibitor coktail 1 et 2, Sigma-Aldrich)

1% d’inhibiteurs de phosphatases (phosphatase

1mM EDTA(Sigma)

PMSF (phenyl methane sulfonyl fluoride (Sigma)

Tableau 14. Liste des tampons utilisés pour le Western-blot

Tampon de charge
4X (laemmli)

8 % SDs,

10 % 3 mercapto-éthanol,

30 % glyceérol,

0,02 % bleu de bromophénaol,
Tris-HCI 0,25M

Tampon de migration

18,19 g Tris-Base,
39 SDs,

86,95g Glycine,
3L eau pure

Tampon de transfert
10X

119,2 g Tris Base,
58,6 g glycine,
7,59 SDS,

2L eau pure

Tampon de transfert
1X

100mL Tampon de transfert 10X,
200mL méthanol,
700mL ED 18MQ

Tampon de lavage
10X

36,3 g Tris-Base (500miV1),
43,8 g NaCl,

500mL eau pure,
Ajusterle pH a 7,5.

Tampon de lavage 1X

100mL tampon TBS 10X + 900mL eau pure

Tampon de blocage

1L de Tampon TBS
1mL de Tween20 (Sigma, France)
5 % lait écrémé (Régilait)

Tableau 15. Liste des anticorps avec leur dilution utilisés pour le western blot. Les anticorps sont dilués avec du

tampon TBST + 5% de lait demi-écrémeé

Anti-human VEGFR-2

Thermo Scientific 1/1000

conjugated secondary antibody TEBU

{monoclonal)

Anti-human B-tubulin Santa Cruz, 1/1000
(polyclonal) TEBU,

Horseradish peroxidase (HRP)- Santa Crugz, 1/1000

110



MATERIEL ET METHODES

5.4. Extraction et dosage des ARN totaux contenus dans les TMVs

L’isolation, la purification et le dosage des ARN totaux apartir des TMVs permet d’évaluer le
changement de quantitédes ARN entrain€épar un traitement. Il s’agit de mettre au contact des
TMVs avec un tampon de lyse qui permet de dissoudre les diffé&ents composants. Puis les

proténes et les ADN sont iminés, I’intégrité des ARN est tout maintenue.

L’extraction des ARN a partir des TM Vs est réalisée par le RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Ce kit a
éé utilisé aux recommandations faites par le fabriquant, sauf que c’est adapté au protocole
modifié[323] pour isoler tous les ARN (des ARN < 200 nucléntides compris). Les TMVs sont
lysées et homogeéné@sés dans le tampon RLT plus contenant 1% [3mercaptoethanol,
I’homogénat est transf&ésur la colonne gDNA eliminator spin column, permettant d’éliminer
I’ADN par centrifugation. Puis 3,5 volume d’éthanol 100% est ajouté et les €hantillons sont
transf&& sur la colonne RNeasy Minin spin column. Apres 2 lavages avec du tampon RPE
(Qiagen), tous les ARN sont dués dans de I’eau Rnase Free. Le dosage des ARN est évalué avec

le Nanodrop (Thermo Fischer Scientific).

6. ANALYSES STATISTIQUES

La plupart des figures de résultats et les analyses statistiques sont rélisés par GraphPad Prism
Software 5.0 (GraphPad Prism Inc). Pour I’ensemble des exp&imentations, les réultats sont
exprimeés sous forme «moyenne =+ erreur standard ala moyenne (SEM), a I’exception des
expé&iences utilisant le systeme XCELLigence ouila erreur standard &la moyenne n’est pas

marquee.

Nos échantillons sont de petite taille : N < 20. De ce fait, nous avons utilis&des tests statistiques
non-paramériques. Pour I’ensemble de nos manipulations, nous avons travaillé sur des
&hantillons non apparié& et nous avons utilis€le test U de Mann-Whitney pour comparer 2

groupes. Les valeurs de p < 0,05 % ont ééconsidé&é&s comme statistiquement significatives.
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PARTIE 1 : EVALUATION DE LA REPONSE DES LIGNEES
CELLULAIRES DE GLIOBLASTOME A L’IRRADIATION

Dans cette premiee partie, nous avons &aluél’effet de I’irradiation sur la prolifération et la
mort des cellules de GBM. En radiobiologie, la mort cellulaire est définie comme la perte
irréversible de sa capacité a se diviser. L’irradiation peut entrainer la mort des cellules selon 3
processus: 1’apoptose, la sénescence ou la mort mitotique, qui contribuent de fagn inéale a
I’efficacité thérapeutique. Donc, dans un premier temps, nous avons ¢tudi¢ [’effet de
I’irradiation sur la capacité des cellules T98G, U87 et U373 aprolifé&er et asurvivre apres

irradiation.

1. EFFET DE L’IRRADIATION SUR LA PROLIFERATION DES CELLULES DE GLIOBLASTOME

Nous avons commencé par observer la prolifé@ation cellulaire aprés irradiation. Une analyse
cinéique a ééeffectué pour voir I’évolution de la prolifération cellulaire : 2h (H2), 8h (H8),
24h (H24) et 48h (H48) post-irradiation, le nombre de cellules vivantes dans la culture est

déerminépar comptage cellulaire avec test d’exclusion au bleu trypan (Figure 53).
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Dans les 3 lignées, en I’absence d’irradiation (0Gy), on compte 2 a2,5 fois plus de cellules
vivantes aH24 par rapport &H2, pour atteindre presque 5 fois plus de cellules &aH48, ce qui
montre que les 3 lignées proliféent rapidement. Lorsque les cellules sont irradiees, quelles que
soient la dose de rayonnement et la ligneée, les cellules irradiés continuent & prolifé&er.
Cependant, le taux de prolifé&ation pour les 3 lignéss est significativement ré&uit. En effet, 48
heures apres irradiation &2Gy, seulement 3 a4 fois plus de cellules sont observeées (par rapport
aH2). Pour les cellules irradiées 210Gy, le ralentissement de la prolifé&ation est encore plus
marqué€& puisque seulement 1,5 a2 fois plus de cellules vivantes sont dénombrees aH48 par

rapport aH2.

En normalisant les réultats obtenus apres irradiation (2Gy ou 10Gy) par rapport au nombre de
cellules vivantes comptées a0 Gy (100%), on peut appreeier la proportion (en %) de perte
cellulaire (Figure 54). Dés 2h post-radiothé&apie (H2), une irradiation &10 Gy entraine une perte
cellulaire de 20% pour la lignée T98G, alors qu’elle n’a pas d’effet significatif sur les cellules
U87. Une ré&luction du nombre de cellules vivantes de 20% est observés aprés une irradiation a
la dose de 10Gy dans 2 lignées aH8. A H24, une réluction de 20% a2Gy et 40% al0Gy sont
observéss dans les 2 lignees, et cette ré&luction est encore plus remarquable &H48 (apeu prés
50%). Le ratio du nombre de cellules vivantes apres irradiation par rapport aux cellules non-

irradiées diminue avec le temps.
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Figure 54. Pourcentage de cellules vivantes normalisé a 0Gy (correspondant a 100%) apres irradiation. Les résultats
sont exprimés sous forme de moyenne + SEM (n = 3)

Nos réultats montrent que, pour les 3 lignés éudiess, I’irradiation peut significativement

ralentir la prolifé&ation cellulaire.
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2. EFFET DE L’IRRADIATION SUR LA MORT CELLULAIRE RADIO-INDUITE
2.1. Evaluation de I’apoptose radio-induite

Pour compléer, nous avons éaluéla mort cellulaire immediate par apoptose aprés irradiation
gr&e al’analyse par cytomérie en flux, des cellules marqués al’Annexine V-FITC. Les
cellules né&rotiques, quant &elles, sont marqueées par 1’Annexine V-FITC et 1’Iodure de
Propidium (PI).
Comme pré&entésur la figure 55, on peut distinguer les cellules non marqués (Annexine V-
IP1) qui sont des cellules vivantes, les cellules marquées Annexine V/PI* considé&és comme
des déoris nucléires. Les cellules marquées Annexine V*/PI™ sont les cellules qui entrent dans la
phase précoce de ’apoptose, et les cellules marquées Annexine V*/PI” sont considéés comme
des cellules entrant dans la phase tardive d’apoptose et/ou des cellules néerotiques.
48 heures aprés irradiation, la viabilité cellulaire pour les 2 lignées de GBM éudiées est
I&&ement modifiée lorsque les cellules reivent 10 Gy (perte d’environ 3%). Le taux
d’apoptose n’est pas modifié aprés 2 Gy. Il passe de 2,0% &2,8% pour les cellules T98G et de
1,2% a2,3% pour les cellules U87 apres I’irradiation 210 Gy. Cependant, ces modifications ne
sont pas significatives.
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Figure 55. Evaluation de la mort cellulaire par apoptose aprées irradiation. A.Analyse par cytométrie en flux des
cellules marquées a I'Annexine V et a l'iodure de propidium. Fenétre AG1 : débris nucléaires ; AG2: cellules dans la
phase tardive de l'apoptose et/ou nécrose; AG3: cellules viables; AG4 : cellules dans la phase précoce de
I'apoptose. B. Les résultats sont exprimés en % moyen + SEM par rapport a la population totale

L’irradiation n’altére que trés peu la viabilité cellulaire dans les premiees heures apres

traitement, et dans les 2 lignées, 1’apoptose radio-induite reste donc tres faible.
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2.2. Evaluation de la mort mitotique radio-induite

Paralldement, nous avons analys€ par essais clonogéniques en double couche d’agar, la
capacité clonogénique des cellules de glioblastome apres irradiation, permettant ainsi
d’apprécier la mort mitotique radio-induite. Nos réultats montrent une inhibition (20%) de la
formation de colonies lorsque les 2 lignéss sont irradiées a2Gy (p = 0.0071), et cette inhibition
atteint 65% aprés une dose de 6Gy dans les U87 et 90% dans les T98G avec la dose de 10Gy (p
< 0.0001) (Figure 56).
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Figure 56. Evaluation de la mort mitotique des cellules de glioblastome induite par l'irradiation. Les cellules ont été
irradiées a 0, 2 et 6Gy/10Gy, I'essai de la formation de colonies sur Soft Agar a été effectué en utilisant des plagues

six puits. Les colonies ont été comptées et les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 3)

3. DISCUSSION

Les 2 lignées de GBM montrent une sensibilité similaire a 1’irradiation. L’irradiation a 2 ou
10Gy a considéablement ralenti la prolifé&ation des cellules de glioblastome pendant les
premie&es 48 heures post-traitement. Nos résultats sont cohéents avec les ré&ultats de Pezuk et
al. [4]. Apres la trypsination des cellules irradiées &2Gy et la remise en culture pendant 7 jours,
cette équipe a montré que 1’irradiation induit une réduction de la prolifération des cellules T98G
(10%) et U87 (50%) ; quand la dose est augmenté& a6Gy, une inhibition encore plus remarqué

(60-70% dans les 2 lignérs) est observee.

L’irradiation n’induit pas d’apoptose dans nos 2 lignées, ce qui est cohé&ent avec les ré&ultats
d’une autre étude qui utilise les mémes lignées et analyse 1’apoptose et la néerose 24h, 48h et
72h aprés une irradiation al0Gy [324].

L’irradiation des cellules T98G et U87 semble plut& conduire &aune mort mitotique, c’est-adire
aune mort cellulaire apres une ou plusieurs divisions cellulaires, mise en €vidence a I’aide des
essais clonogéniques. Les ménes résultats ont &é rapporté&s dans la litté&ature. Diffé&entes
¢tudes ont montré que I’irradiation induit une alté&ation de la survie clonogénique des T98G
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[324, 325] et des U87 [326] de fagn dose-déendante. Pezuk et al. ont montréque la capacité
clonogénique des T98G éait largement diminueée (80%) aprés une irradiation &2Gy [4].

Globalement, nos résultats montrent que I’irradiation par rayons X provoque un ralentissement
de la prolifé&ation associé aune perte significative des capacités clonogéniques des cellules

tumorales U87 et T98G [327].
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PARTIE 2 : INFLUENCE DES MILIEUX CONDITIONNES OBTENUS
APRES IRRADIATION SUR LE COMPORTEMENT CELLULAIRE.

De la mé&ne manie&e que la croissance des cellules tumorales a é&éralentie aprés 1’irradiation, le
traitement peut &jalement modifier les capacité&s séréoires des cellules de glioblastome et
donc modifier les substances lib&éss par les cellules irradiées dans leur milieu de culture,
géné&alement désignésous le nom de «milieu conditionné>(CM pour Conditioned Media). Le
CM r&upeée apres irradiation des cellules pourrait interagir avec les cellules non irradiéss
avoisinantes [328]. C'est pourquoi, nous avons comparée l'impact des CM, avec ou sans
irradiation, sur les cellules endoth@iales environnantes : nous avons &aluél'influence des CM

sur la survie / prolifé&ation et la migration des cellules HUVEC.

1. SUIVI DE LA PROLIFERATION ET DE LA SURVIE DES HUVEC SOUMISES AUX MILIEUX

CONDITIONNES DES CELLULES TUMORALES

Pour étudier I’effet sur le comportement global des cellules HUVEC, nous avons utilisé une
nouvelle technique : le systéne Real-Time Cell Analyzer (RTCA, XCELLigence SP system,
ACEA Biosciences, USA), qui peut ré&liser une analyse en temps reel de la croissance cellulaire
sur la base de mesures d'impé&lance. En effet, ce systéme enregistre en continu des signaux
d'impé&lance (résistance au passage d’un courant électrique provoquée par les cellules), appeles
Cell Index (CI), et fournit des informations dynamiques relatives ala prolifé&ation cellulaire et

au nombre de cellules, mais aussi ala morphologie et al'adhé&ence cellulaire.
1.1. Optimisation de la technique RTCA pour les HUVEC

1.1.1. Dé&ermination de la concentration de cellules &aensemencer

La premiée éape né&essaire est la déermination de la concentration de cellules aensemencer
pour permettre un suivi de la croissance cellulaire pendant une semaine. Les cellules HUVEC
sont ensemenceées dans des plaques 96 puits de type E-Plate 96 adifféentes concentrations:
2,5.10%ml ; 5.10%ml ; 7,5.10%ml ; 1.10*/ml et 2.10* cellules/ml et I’acquisition de I’impédance

est effectuée toutes les 15 minutes pendant 5 &7 jours.

Pour les HUVEC (Figure 57), aprés une phase d’adhésion courte, les cellules entrent dans la
phase de latence et le Cl augmente doucement, puis le Cl augmente rapidement car les cellules
entrent dans la phase de croissance exponentielle. 72h apré ensemencement, nous avons
effectuéun changement du milieu : la plaque E-Plate 96 est sortie de I’incubateur et le milieu est
remplace par du milieu frais. Aprés avoir remis la plaque a I’incubateur sur son support,
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I’acquisition des données se poursuit. C’est pourquoi, nous avons observéune perte de Cl &72h.
Les cellules continuent aproliféer et le Cl augmente avec le temps. Quand les cellules arrivent
aconfluence, le profil atteint un plateau, puis le profil commence adescendre car les cellules

commencent amourir et ase deéeoller.

Au bout de 24h, le profil de proliféation des HUVEC ala concentration de 2.10* cellules/ml
entre dans la phase de croissance avec un CI de 0,5, puis le CI augmente jusqu’a atteindre un
plateau vers 120h & 2,7 (soit 5 jours post-ensemencement). Pour les autres concentrations,
I’entré& dans la phase de croissance est plus tardive et le Cl au plateau reste infé&ieur al,5.

Donc, la concentration de 2.10* cellules/ml apparait &@re la plus appropriés pour les HUVEC.
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Figure 57. Détermination de la concentration de cellules HUVEC a ensemencer sur E-Plate 96. L’axe des abscisses
représente le temps d’acquisition de I'impédance, I'axe vertical représente I'indice cellulaire (CI)

1.1.2. La normalisation des profils de croissance

Dans un essai pré&iminaire, nous avons mis en culture des cellules dans le systéme
XCELLigence pendant 24h, puis nous avons sorti la plaque pour exposer les cellules &2
traitements diffé&ents (Figure 58 haut, fléshe violette), qui donnent ensuite 2 profils diffé&ents de
croissance cellulaire : le profil 1 est au-dessus du profil 2, ce qui suggée que les cellules
soumises ace traitement proliféent plus vite que 1’autre traitement. Cependant, il est anoter
qu’au moment de la reprise de ’acquisition de I’impédance aprés I’introduction du traitement
(Figure 58 haut, fleshe verte), le signal CI n’est pas identique dans les 2 conditions, le CI du
profil 1 se trouvant au-dessus de celui du profil 2. Donc une question a &éposee : la diffé&ence

entre les profils reflee-t-elle vraiment une différence d’effets entre les 2 traitements ? D’apres
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la litt&ature, la plupart des éudes ont ré&lisé une normalisation du ClI au moment de
I’introduction du traitement dans la culture [329-331] pour que tous les profils aient le méne
point de départ. Par consé&juent, il est possible de comparer vraiment ’effet de différents
traitements. Donc, au débdut de traitement (Figure 58 bas, fleshe rouge), nous avons effectuéune
normalisation, et les 2 profils sont partis du mé&ne point de ré&&ence (Cl €gal al). Puis, toutes
les autres valeurs de CI enregistrés sont normalisées automatiquement par rapport &ce point
(Normalized Cell Index). Aprés normalisation, nous pouvons observer que les 2 profils sont
superposés pendant 48h puis sont ensuite bien séparés. L’ordre des profils est aussi modifi€ le

profil 2 est au-dessus de profil 1, contrairement au réultat sans normalisation.

— Profil 1
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— Profil 2
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Figure 58. Normalisation des profils de croissance cellulaire. Haut, profils de croissance non-normalisés ; Bas, profils
normalisés au moment de traitement

1.1.3. Le choix des conditions de culture de réé&ence pour les HUVEC

Notre objectif est d’évaluer I’impact des milieux conditionnés récupérés apartir de cellules de
GBM irradiées ou non irradiees. Ces milieux conditionn& seront donc composeés de
DMEMY/SVFd enrichis en substances lib&és par les cellules tumorales irradiées ou non.
Comme «réf&ence>dans notre &ude, nous choisirons donc les cellules HUVEC cultivéss dans
du milieu DMEM/SVFd. Nous évaluons donc au préalable, I’impact d’un tel milieu sur la
croissance des HUVEC dans des E-Plate 96, comparativement ala croissance des HUVEC
cultivéss en milieu commercial (EndoGRO™-LS Complete Media Kit) favorable (Figure 59).
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Lorsque les HUVEC sont ensemencés dans un milieu de culture favorable (courbe verte), les
cellules HUVEC prolifésent rapidement, avec une Cl normalisé& atteignant 20. Le profil
enregistrépour les HUVEC cultivées dans du DMEM/SVFd est éidemment diffé&ent. Le Cl a
& &ement augment&au cours des 8 premiéres heures aprés I'addition de milieu DMEM/SVFd
frais, puis, a diminuéjusqu'azéo. Ce profil traduit : (i) une premiée phase caract&isé par des
changements morphologiques et des modifications des capacités d’adhésion des cellules ; (ii)

une seconde phase de mort cellulaire progressive et de dé&achement (entre 10h et 120h).

20,0 [
16.0 /—*\
120 I / = HUVEC in
! / DMEM
8,0 |
I / e HUVEC in
4.0 I favorable
f‘\ medium
0,0 1 1 1 S — ]

0 20 40 60 80 100 120
Times (hour)

Normalized cell index

Figure 59. Courbes de croissance des HUVEC ensemencées dans deux milieux différents. Acquisition avec le
systeme xCELLigence pendant 120h. Le point de départ est le moment de la normalisation a la valeur 1. Courbe
verte : HUVEC ensemencées dans un milieu de culture favorable. Courbe noire : HUVEC cultivées dans du DMEM
/SVFd

Ce comportement servira de réf&ence pour la suite de nos exp&imentations et sera dé&ignépar
"Ctrl HUVEC".

1.2. Effet des milieux conditionné& des cellules tumorales apreés irradiation sur le

comportement des HUVEC

Les CM des 2 lignées tumorales ont &érecueillis aux temps H2 (effet immédiat) et H48 (effets

retardés) apres une irradiation 210Gy, puis ajoutés dans les puits contenant des cellules HUVEC.

La figure 60 préente les ré&ultats obtenus avec les CM ré&up&é& aH2.
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Croissance des HUVEC soumises aux CM recueillis 2h post-IR
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Figure 60. Effet des CM recueillis 2h post-irradiation provenant de la culture de cellules T98G ou U87 sur le
comportement global (prolifération, adhésion, et prolifération/survie cellulaires) de cellules HUVEC. L’axe des
abscisses représente le temps d’acquisition de I'impédance, I'axe vertical représente Cl normalisé. Le point de
départ est le moment de traitement, Cl est normalisé a 1

Les courbes de CI obtenues avec les CM des T98G (non-irradi€s ou irradiees al0Gy) sont bien
superposeéss aux courbes de «Ctrl HUVEC >3 indiquant que le CM des T98G non-irradi€es ou
irradiées n'a aucun effet sur le comportement global des HUVEC (Figure 60). Concernant le CM
de U87, les courbes de CI sont I&é&ement diffé&entes par rapport acelles du "Ctrl HUVEC",
montrant une baisse lége&ement plus lente. Cependant, ces résultats ne témoignent pas de

modifications majeures du comportement des HUVEC.

Ces resultats signifient qu’aterme court (H2), I’irradiation des 2 lignées n’a pas permis de
modifier de fagn suffisante la composition des CM pour modifier en retour le comportement
des HUVEC.

Nous avons répé&é€la méne manipulation en ré&upé&ant les CM des cellules T98G et U87 48h
aprés irradiation (H48) (Figure 61). Lorsque les cellules HUVEC ont &€& exposées aux CM
provenant des T98G non-irradiées ou irradiés al0Gy, le Cl a &@émaintenu aux alentours de 1,
indiqguant que ces CM sont capables dempé&her la mort des cellules HUVEC et leur
déachement. De plus, les CM ré&upé&é apartir de U87 non irradiés ou de U87 irradiées a
10Gy ont conduit &aune augmentation I&ée mais continue jusqu'al120h du CI des HUVEC,
celui-ci atteignant ~ 2 au final, avec un I&jer avantage pour les U87 irradiéss. De tels profils
sont concordants avec une legee stimulation de la proliféation des cellules HUVEC par les CM
des cellules U87.
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Croissance de HUVEC soumises au CM recueilli 48h post-irradiation
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Figure 61. Suivi du comportement global des HUVEC exposées aux CM récupérés des T98G ou U87 a H48.
Chaque point est la valeur moyenne de 8 valeurs issues de 2 expériences indépendantes. Les signaux d’'impédance
ont été enregistrés pendant 120h

L’ensemble de ces résultats montrent qu’au cours des 48h de culture post-irradiation (ou sham-
irradiation), le milieu de culture des cellules tumorales s’est enrichi en substances capables

d’empécher la mort des cellules HUVEC, voire de stimuler |éé&ement leur croissance.

2. EFFET DES MILIEUX CONDITIONNES SUR LES CAPACITES DE MIGRATION DES HUVEC

D’un autre c6té, nous avons étudié l'effet des CM sur les capacité de migration des cellules

endothdiales gr&e ala mise en ceuvre d’un test de blessure (Wound-Healing Assay).

24 heures aprés leur mise en culture dans du milieu EndoGRO™-LS, les cellules HUVEC
forment un tapis cellulaire que 1’on « blesse >>par grattage pour obtenir une zone acellulaire. Le
milieu de culture EndoGRO™-LS des HUVEC est alors remplacépar du DMEM/SVFd comme
ré&ence (Ctrl HUVEC), ou par les CM ré&upé&é des T98G et U87 non-irradiées et irradiées.
Les cellules endothé&iales ont tendance arecouvrir la zone acellulaire par migration centripéte a

partir des 2 bords de la blessure.

Les capacité&s de migration des HUVEC ont &é évaluées par mesure de la distance moyenne
() parcourue par les cellules endoth@&iales. Dans le Ctrl HUVEC, les cellules endoth&iales
qui se retrouvent au contact de DMEM/SVFd, recouvrent au bout de 18h environ 65% de la

distance de la blessure.
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Par rapport au Ctrl HUVEC, le CM r&upé&éapartir des cellules de glioblastome non irradiées
(0 Gy) a montréun effet anti-migratoire important et significatif, car la distance de migration a
éerealuite d'environ 30%. Plus inté&essant, lorsque les cellules HUVEC ont &éexposéss aux
CM des T98G irradiees a 10Gy, la migration des HUVEC a &ée partiellement mais
significativement restauré (p = 0.0012). Dans le cas des U87 irradiés, on retrouve un effet

anti-migratoire significatif des CM, et I’irradiation n’apporte aucun changement (Figure 62).
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Figure 62. Evaluation de la capacité de migration des cellules endothéliales par le test de blessure. Haut, Images
représentatives de tests de blessure ou les résultats chiffrés correspondent au pourcentage de recouvrement de la
blessure. Bas, Distance de migration normalisée par rapport au Ctrl HUVEC (100%). Les données sont présentées
sous forme de moyenne + SEM (n = 3) (# : p < 0,05 indique une différence significative par rapport au Ctrl HUVEC)

3. EFFET DES MILIEUX CONDITIONNES SUR LES CAPACITES DES HUVEC A S’ORGANISER EN

TUBULES

Aprés avoir éudiél'effet des milieux conditionné sur la prolifé&ation/survie et la migration des
HUVEC, nous nous sommes int&essé&s a leurs effets sur une autre éape importante de
l'angiogenése: la morphogenése, c’est-adire la capacit¢é des HUVEC a s’organiser en
microtubules. Pour permettre la formation d’un réseau de tubes pseudo-capillaires, les HUVEC
sont ensemenceées sur une matrice (Matrigel), et exposés aux milieux conditionné& provenant

des T98G et U87.
126



RESULTATS & DISCUSSION

Figure 63. Effets des
milieux conditionnés
sur la formation des
tubes pseudo-
capillaires in vitro. Les
cellules HUVEC ont été
cultivées sur une
matrice en présence de
milieux contréles ou de
milieux conditionnés
par les cellules
tumorales irradiées ou
non-irradiées. Les
réseaux capillaires
formés au bout de 24
heures sont mis en
évidence par marquage
avec la phalloidine-
sulforhodamine fixé sur
les filaments d’actine
cellulaire et observés
en microscopie de
fluorescence

Milieu conditionné des T98G

Milieu conditionné des U87

Comme nous pouvons 1’observer sur les images de microscopie de fluorescence (Figure 63),

quelle que soit la condition exp&imentale considé&é, des ré&eaux de tubes pseudo-capillaires se

forment de fagn éjuivalente. Les milieux conditionné& issus des cellules irradiées ou non-

irradiées n'ont pas modifiéla capacitédes HUVEC a s’organiser en tubules.

127



RESULTATS & DISCUSSION

4. DISCUSSION

Alors que la radiothé&apie provoque un ralentissement de la proliféation cellulaire et la perte
des capacité& clonogeéniques des cellules tumorales, les cellules irradiés survivantes peuvent
dans les premiéres heures apres 1’irradiation, initier I'é&hange de signaux de cellules acellules.
Contrairement aux effets bystander radio-induits (c’est-adire les &hanges de signaux entre les
cellules tumorales irradiées et des cellules tumorales non irradiés) qui ont &é& largement
éudiés [332], la communication entre les cellules tumorales et les cellules endoth&iales dans la
tumeur apreés irradiation a @emoins souvent rapportee.

Les cellules tumorales irradi€es semblent pouvoir stimuler I’angiogenése. In vitro, les effets pro-
ou anti-angiogéniques ont ¢été étudiés grace a la mise en ceuvre de différents tests
complémentaires.

En effet, I’angiogenése se d&ompose en plusieurs éapes, incluant la déyradation de la matrice
extracellulaire, la migration et la prolifération des cellules endothéliales sous forme d’un
bourgeon capillaire et enfin la morphogenése capillaire [277]. Chacune de ces éapes peut &re
mise en é&idence par diffé&entes techniques in vitro et in vivo [270]. Nous avons r&lisé
diffé&entes exp&imentations en lien avec chacune de ces éapes in vitro.

Le Real Time Cell Analyzer (RTCA, xCELLigence system) est une technique ré&eemment
développée. Basée sur des mesures d’impédance cellulaire, elle donne des informations
représentatives de la prolifération, la morphologie et I’adhésion cellulaire. L’avantage de cette
technique est d’étre non-invasive et de permettre une observation au long court de la
prolifé&ation cellulaire. Une augmentation constante de I'impélance (CI) sur une longue p&iode
reflée la prolifé&ation cellulaire alors qu'une diminution au fil du temps peut &re consid&ée
comme un signe de cytotoxicitéavec des cellules qui se déachent quand elles meurent [331,
333]. Ainsi, dans notre éude, le suivi temps réel du comportement des cellules HUVEC a
confirméque les milieux conditionné& des cellules de glioblastome irradiés et non irradiés (0
Gy) permettaient a minima de maintenir la survie des cellules HUVEC, et dans certains cas,
peut-&re méne de favoriser Iégeement la prolifé&ation de ces cellules. Cependant, nos réultats
suggerent que I’irradiation n’a pas d’impact majeur sur la prolifération des HUVEC via les
milieux conditionnés.

Contrairement anos observations, une éude ant&ieure a montréque les CM issus de cellules de
glioblastome sans traitement augmentait significativement (20-30%) la prolifé&ation des deux
lignées de cellules HUVEC et HTG06 CH14 [334]. Chen et al. ont montréque les CM des

cellules du cancer de poumon irradiées a5Gy stimulaient la proliféation des HUVEC (30%) par
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rapport au CM des cellules non-irradiées [161]. Han et al. ont rapportédes réultats similaires
avec les CM de cellules de cancer du sein irradiees 26Gy [335].

Concernant la capacitédes HUVEC ase structurer en réseau pseudo-capillaire, Maddirela et al.
ont r&emment montréune augmentation de la formation des microtubules in vitro en Matrigel
et in vivo chez la souris, apartir de cellules endoth&iales traitées avec des CM (r&up&éaH12-
H16) issus de cellules de gliomes irradi&s &8Gy [158]. Ces résultats corroborent des résultats
ant&ieurs rapportant une stimulation (3 fois) de la formation des microtubules in vitro en
utilisant le milieu conditionnéprovenant de cellules tumorales irradiées 210Gy (r&up&éaH24)
[157]. R&emment, Kim et al. ont publiédes résultats similaires en utilisant les lignés U87 et
U373 irradiées asimple dose de 6Gy ou de fagn fractionné& (2Gy x 3) [160]. Malgréles effets
des CM observés dans notre éude sur la prolifé&ation et la migration des HUVECSs, nous
n'avons pas observé d’impact sur la morphogénése in vitro, indiquant que les contenus des
milieux conditionn& ne sont pas suffisants pour favoriser la morphogenése capillaire. La
discordance de nos réultats avec les données de la litté&ature pourrait &re liée ala chronologie
exp&imentale choisie, car nous avons ré&up&éles milieux conditionné aH48, ce qui est plus

long que le temps classiquement utilisédans la litt&ature.

Plus inté&essant, notre &ude montre que seule la capacitéde migration des cellules HUVEC a
éeaffectée de fagn significative par les CM obtenus apreés irradiation des cellules tumorales.
Ces observations sont concordantes avec les travaux publié& par 2 &uipes mené sur des
cellules du cancer du sein irradiées. Yu et al. ont montréque le CM de cellules du cancer du sein
entrées en sénescence apreés irradiation, a favoriséla migration et I'invasion des HUVEC [336].
Han et al. ont observé que la migration et I’invasion des HUVEC, sont renforcées quand les
cellules tumorales sont irradiéss [335]. Par ailleurs, Yu et al. ont montré& en utilisant un modée
de membrane chorioallanto'de de poulet, que le CM des cellules tumorales irradiées favorisait
I'angiogenése [336].

Pour conclure sur cette partie du travail, nos observations confirment que I’irradiation, en plus
de modifier la survie et la prolifé&ation des cellules de GBM directement touché&s par les
radiations ionisantes, peut modifier le comportement global ou les capacité& de migration de
cellules endothéliales situées au voisinage, non soumises a ’irradiation. Il reste adéerminer la
fagn dont l'irradiation peut affecter les é&hanges de signaux entre ces deux populations
cellulaires. D’apres la littérature, outre des facteurs solubles, les GBM peuvent aussi sécréter des

micrové&icules tumorales, dont le rde a d§gaé&édénontrédans la communication intercellulaire
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[204]. La suite de notre travail va consister a objectiver la libé&ation de microvésicules
tumorales dans nos conditions et adéerminer leur importance relative par rapport acelle des

facteurs solubles s&rées.
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PARTIE 3 : INFLUENCE DE L’IRRADIATION SUR LA LIBERATION
DE MICROVESICULES TUMORALES (TMVS) PAR LES CELLULES
DE GLIOBLASTOME

Alors qu’il est bien connu que les cellules soumises aun stress peuvent seeréer des facteurs
solubles dans leur milieu conditionn& des travaux plus réents ont montréqu'elles pouvaient
&jalement libé&er des microvesicules. Par consé&juent, nous avons choisi d’analyser la libéation

de TMVs apres irradiation dans notre éude.

1. MISE EN EVIDENCE DE LA PRESENCE DE MICROVESICULES TUMORALES DANS LES MILIEUX

CONDITIONNES ISSUS DES CELLULES TUMORALES
1.1. Observation des micrové&icules tumorales ala surface des cellules tumorales

Des analyses en microscopie éectronique abalayage ont &érélisées pour observer les TMVs
adhéentes ala surface cellulaire. Comme on s'y attendait, les cellules U87 non-irradiées
montrent une structure en &oile (Figure 64A) recouverte de veésicules arrondies de tailles
difféentes (Figure 64C). Les cellules T98G semblent plus aplaties, et des vésicules arrondies

similaires ont &&observeées sur la membrane cellulaire (Figure 64B, D).

Aprés irradiation, plusieurs grappes de vésicules apparaissent ala surface de la membrane
cellulaire (Fig. 64E, F), avec notamment une augmentation massive de leur nombre sur la

surface des cellules T98G.
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T98G ug7

Unirradiated cells

2Gy-irradiated cells

Figure 64. Observation par microscopie électronique a balayage de vésicules a la surface des cellules de
glioblastome T98G (A, C, E) et U87 (B, D, F). Avant (A, C, et B, D) ou aprés (E, F) la radiothérapie, les cellules
tumorales sont observées. Les images montrent la structure des cellules et de petites vésicules de différentes tailles
dans une ramification du corps de la cellule

1.2. Mise en &idence des micrové&sicules tumorales dans les milieux conditionnés issus des

cellules tumorales

1.2.1. Dé&ermination par Dynamic Light Scattering de la taille des microvésicules tumorales

Pour objectiver la pré&ence de microvésicules tumorales dans les CM issus des cellules de
glioblastome, nous avons d’abord analys€ al'aide du Zetasizer Nano ZS analyseur (Malvern
Instrument) les particules retrouvéess dans le milieu conditionnéde cellules U87 non-irradiéss et

essayéde déerminer la distribution de la taille de ces particules. Pour 1’analyse, 1’appareil
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effectue dix mesures de tailles en triplicat par &hantillon. Comme pré&entédans la figure 65, les
courbes correspondant aux 3 acquisitions éaient relativement superposees, permettant de

distinguer 3 populations de particules de taille diffé&ente :

« Un groupe de particules dont la taille é&ait <30 nm (~ 3%) : ces particules ont une taille

infé&ieure ala taille connue des exosomes ; ce sont des trés petites particules non-identifiees;

« Un groupe de particules dont la taille &ait > 1 000 nm (~ 6%) : ces particules ont une taille
sup€&ieure ala taille des <«shedding vesicles >> Nous supposons que ce sont des débris

cellulaires ou éentuellement des corps apoptotiques, leur proportion restant negligeable.

« Le groupe principal repréentant environ 90% de la population, otiles particules ont une taille
comprise entre 30 &1000 nm, taille conforme acelle des micrové&icules (exosomes + " shedding

vesicles™), telles que deerites dans la litté&ature [166].

Pour les CM issus des cellules U87 irradiées, les courbes des 3 acquisitions ne sont pas
concordantes, préentant un plus grand nombre de sous-populations et rendant les réultats
ininterpréables. La technique de diffusion dynamique de la lumiere éant conqie pour éudier
des &hantillons monodisperses plut&@ que des &hantillons polydisperses [337], il est probable

que nous soyons confronté& dans ces conditions aux limites de cette technique.

Size Distribution by Intensity
Figure 65. Distribution de
la taille des TMVs
présentes dans le milieu
conditionné issu de
cellules U87 non-irradiées.
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Filipe et al. ont comparéles performances de la technique Dynamic Light Scattering (DLS) a
celles de la technique Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) [338] : ces 2 techniques sont
basées sur le suivi du mouvement brownien des particules en suspension, mais les modalité& de
déection et d’analyse des particules sont distinctes. La DLS mesure des fluctuations d'intensité
de la lumiee diffusée par les particules en mouvement, alors que la NTA enregistre le

mouvement de chaque particule en suspension. Filipe et al. ont comparéles 2 techniques en
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mesurant un méange de billes standard de tailles difféentes. La DLS n’a pas permis de
distinguer les 2 populations de billes de taille diffé&ente préentes dans le mdange,
contrairement &la NTA. D’autres avantages de la NTA sont éjalement listé& par ces auteurs
(Tableau 16). De fait, notre suspension contenant des TMVs de tailles trés diffé&entes
(éehantillon polydisperse), il est apparu né&essaire de compléer notre éude par I'utilisation de la
NTA, qui nous a permis de visualiser les TMVs et de déerminer la distribution en taille des

microveésicules en suspension.

Tableau 16. Comparaison des techniques NTA et DLS (Adapté de Filipe, Pharmaceutical Research, 2010) [338]

DLS

NTA

Characteristics
Size accuracy
Peak resolution
Size range
Concentration range (particles/ml)

Population ratio

Reproducibility

Contaminations

Opcrational
Device handling

Time consumption

Particular output

Sample visualization

Accurate for monodisperse samples, inaccurate
for polydisperse samples

Low (>3 fold diffcrence in diameter)

Ca. 1-1,000 nm

Broad (about 10*-10'%)

Narrow range

Large influence on size accuracy and distribution
More reproducible

Large particles can seriously compromise the results

Very user-friendly
Little sample handling
Possibility of using disposable cuvettes

Between 2 to 5 min per measurement

Approximate size distribution
Intensity distribution
Z-ave

Pdl

No

Accurate for both monodisperse and
polydisperse samples

High (<0.5 fold difference in diameter)
Ca. 30-1,000 nm
Limited (107-10%)

Very broad range
Very little influence on size accuracy and
little influence on size distribution

Less reproducible

Dust, microorganisms or aggregates
casily detected, large particles have
little influence

Requires several parameter adjustments

Sample handling may affect size distribution

Sample chamber must be cleaned after each
sample

Experienced operator required

Between 5 min to 1 hour per measurement
Individual particle sizing

Number distribution

Approximale concentrations

Individual particle intensity

Yes

1.2.2. Analyse des microveéicules tumorales par Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Pour confirmer la pré&ence de microvéicules tumorales dans le CM des cellules tumorales,
nous avons ensuite utiliséle systéme NanoSight (Nanoparticle Tracking Analysis, Malvern
Instrument), une technique impliquee dans I'analyse de suivi de particules de taille nanomérique
qui s'adaptent bien aux microvesicules tumorales. Le principe est basé sur 1’enregistrement

vidé® du mouvement des particules dans la suspension pendant 90s ; puis chaque vidé est
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analysee et la taille moyenne des vésicules est donnee, associ& a une estimation de la

concentration.

La figure 66 (gauche) préente un exemple de I’image provenant d’une vidéo enregistrée.
Chague spot brillant correspond aune particule qui est suivie et analyses par le systéne. Les
analyses de ces vidés montrent que les microvesicules en suspension constituent un éhantillon
polydisperse avec des tailles qui varient entre 30 nm a1000 nm (Figure 66 droite). La plupart de
la population correspond ades microvesicules de taille comprise entre 50 et 350nm.

Figure 66. Exemple de mesure directe des vésicules obtenue par NTA. Gauche. Image représentant le tracking de
microvésicules tumorales. Les spots brillants correspondent aux vésicules. Droite. Graphique présentant la
distribution des particules en fonction de leur taille en surimpression sur I'image de la vidéo de I'échantillon

De plus, cette technique permet de déerminer la concentration de microvésicules de chaque
taille (1 &1000 nm) afin de ré&liser la quantification des microvésicules (Figure 67).

La majoritédes TMVs (> 90%) ont une taille infé&ieure a500nm de diamékre et la population
principale correspond &des TMVs d’environ 100 &300 nm. Dans les 2 lignées, aH2, le pic de la
population est a 100nm, alors qu’a H48, le pic est décalé¢ a 150nm. La concentration des TMVs
de trés petite taille (< 50nm) est diminué& aH48 (par rapport aH2), mais celle de la population
avec la taille entre 300 a450nm est visiblement augmentée. Quelle que soit la lign& tumorale
considée et le temps de réupé&ation (H2 et H48), I’irradiation &2 ou 10 Gy n’a pas entrame
de changement majeur en termes de distribution de taille des TMVs, comparativement ala
condition 0 Gy.
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Figure 67. Analyse par NTA de la distribution en fonction de la taille des TMVs. Les TMVs provenant de cellules
tumorales non-irradiées et irradiées pour les lignées T98G (A,C) et U87 (B, D) 2h et 48h post-irradiation
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2. IMPACT DE L’IRRADIATION SUR LA QUANTITE DE TMVS LIBEREES PAR LES CELLULES

TUMORALES

Afin de d&erminer I’influence de I’irradiation sur la quantitéde TMVs lib&és par les cellules
T98G et U87, nous avons utilisédeux approches complénentaires permettant la quantification
des microvésicules, comme proposeé par Dragovic et al. [256]: la NTA qui nous a permis
d’apprécier la population totale des microveésicules tumorales, ainsi que les microvésicules de
taille < 300 nm, puis la cytomérie en flux permettant un focus sur les microvesicules de taille >

300 nm, 10 a100 fois moins nombreuses.

2.1. Quantification par NTA des TMVs s&réees par les cellules de GBM avec ou sans

irradiation

La quantification des TMVs par NTA a &éeffectueée pour des milieux reeoltés a2h et 48h post-
irradiation.

Concernant la population totale de TMVs, la concentration mesuré par NTA s’éleve a10™
TMVs/mL. Ce résultat est I&gé&ement sup&ieur mais reste concordant avec les valeurs
rapportés par Shao et al, qui ont montré une concentration de lordre de 10° TMVs/mL
(exosomes) dans la ligné de GBM20/3 [192]. Quelles que soient la lignée et la dose

d'irradiation, on déecte un plus grand nombre de TMVs &H2 par rapport aH48.

Pour les cellules U87, aH2, il y a une diminution significative de la concentration de TMVs,
globales ou de taille ifé&ieure 2300 nm, quand les cellules sont irradiés a 10Gy. A I’inverse, a
H48, la concentration de TMVSs n'a pas été changée par I’irradiation.

Pour les cellules T98G, nous avons constaté une augmentation significative d’environ 25% (p =
0.03) de la lib&ation de TMVs lorsque les cellules T98G éaient irradiées al0 Gy aH2 et H48
(Figure 68).

Lorsque ’on s’intéresse plus spécifiquement aux TMVs de taille < 300 nm, une augmentation

significative d’environ 25% est retrouvée pour les cellules T98G irradiées a 10Gy a H2 et H48.

En revanche, avec cette technique, I’analyse des TMVs de taille > 300nm est rendue difficile du
fait que cette population est trés minoritaire (jusqu’a 100 fois moins concentré. Pour cette
population de vésicules, il nous a semblé inté&essant d’utiliser une autre technique plus

appropriée aux TMVs > 300 nm.
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Figure 68. Quantification des TMVs libérées par les cellules T98G et U87 non-irradiées (0 Gy) ou irradiées a 2 ou 10
Gy H2 et H48 post-irradiation par NTA. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM (n=5)

2.2. Quantification par cytomérie en flux des TMVs s&ré&es par les cellules de GBM

avec ou sans irradiation

Afin d’étudier, pour les 2 lignées de glioblastome, l'effet de 1’irradiation sur la libération de
TMVs > 300nm plus spe&ifiquement, nous avons utilis€une approche de quantification par
cytomérie en flux a I’aide de billes Megamix pour définir la fenétre de comptage et de billes
Surecount pour calibrer le comptage. La quantification des TMVs (> 300nm) a &éeffectué
pour des milieux réeolté& adifféents temps post-irradiation : H2, H24 et H48.

A D’état basal (0Gy), et quel que soit le temps d’analyse (H2, H24 et H48), le nombre total de
TMVs > 300nm retrouvéss dans les milieux de culture des cellules T98G et U87 reste apeu

prés constant, aux alentours de 2.10° véicules/mL (Figure 69).
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Figure 69. Effet de l'irradiation sur la libération des TMVs de taille supérieure a 300nm a H2, H24 et H48 post-
radiothérapie. A. TMVs libérées par les cellules T98G. B. TMVs libérées par les cellules U87. Les résultats ont été
présentés sous forme moyenne + SEM (n = 3)

Apres irradiation, on constate une stimulation de la libé&ation des TMVs > 300nm pour les deux
lignées, mais a des temps différents. En effet, c’est 48h apres traitement (RT 10 Gy) que 'on
retrouve le plus de TMVs > 300 nm dans le milieu des T98G irradi€es, avec un taux multiplié
par 4 (1,2.10° &10 Gy versus 0,3.10° véicules &0 Gy).

En revanche, le pic de lib&ation des TMVs > 300 nm pour les U87 est observé 2h aprés
I’irradiation (2 ou 10 Gy) et le facteur multiplicateur est d’environ 2.

De fagn surprenante, les TMVs > 300nm lib&é&s 2h aprés radioth&apie ne sont pas retrouvees
aH?24 et H48, suggéant leur disparition. Deux hypothéses peuvent &re formulées ace stade :

(i) soit les TMVs initialement libéées sont dégradées, mais ce phéomeéne n'a jamais
éédé&rit jusqu'aprésent;

(i) soit les TMVs initialement lib&ées sont réabsorbées par les cellules. Cette derniére
hypothese semble la plus probable car plusieurs éjuipes ont démontrél'absorption de
microvésicules par des cellules. Par exemple, Kawamoto et al. ont montréque des
TMVs éaient incorporées par endocytose par des cellules endothdiales [240]. De
méne, l'absorption de microveésicules fluorescentes marquees par les cellules de la
granulosa a @édémontre in vitro et in vivo par I'&uipe de Silveira et al [339]. Une
éude rezente utilisant la microscopie confocale de fluorescence a montréque les
exosomes lib&ees par les U87 peuvent &re internalisées par d’autres U87 [340]. Par
conséguent, les mesures a H48 pourraient reflé&er I'éuilibre entre lib&ation et

rébsorption des TMVs.
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2.3. Synthése des données quantitatives concernant la libéation des TMVs par les cellules

de GBM avec ou sans irradiation

Nous avons résumédans le tableau 17 ci-dessous, les effets de I’irradiation sur la libération des

TMVs observeés avec nos diffé&entes approches.

Tableau 17. Synthése de la modification de la libération des TMVs par les cellules de GBM aprés irradiation

T98G u87

TMVs totales f +25% \ -22%

>h TMVs < 300nm f +25% \ -22%
TMVs > 300nm = f X2
TMVs totales f +26% =

0, —
48h TMVs < 300nm f +26% =

TMVs>300nm A/ x4 =

De fagon globale, I’irradiation peut modifier les quantités de TMVs libérées par les cellules de
glioblastome. Mais cette stimulation ne se produit pas dans les mé&nes conditions en fonction de
la ligné considéee.

Les modifications induites par la radiothé&apie sur la lib&ation des TMVs de taille < 300 nm,
sont de I’ordre de 20 a 25% mais avec des tendances inverses pour les deux lignées (stimulation
pour les T98G et réluction pour les U87).

Par ailleurs, on constate, aprés irradiation, une augmentation de la lib&ation des TMVs > 300
nm, mais dans des déais diffé&ents. Pour les cellules T98G, la lib&ation est fortement
augmenté au bout de 48h, alors que le pic de lib&ation survient dés 2h pour les cellules U87.
Ces observations pourraient suggéer que la libé&ation des TMVs > 300 viendrait en réonse a
des é&eéements radio-induits diffé&ents, correspondant & une réponse imméliate pour les

cellules U87 et aune réonse plus tardive pour les T98G.
3. DiscussIioN

Grace a I'utilisation de différentes techniques qualitatives et quantitatives utilisées, nous avons
pu confirmer que I’irradiation 210Gy peut stimuler la libé&ation par les cellules de GBM des
exosomes et des «shedding vesicles >» mais cette stimulation semble &re ligné& et temps-
dé&endante. Des observations similaires ont &é rapportés par diffé&entes éguipes pour
difféentes lignées cellulaires. Par exemple, Wysoczynski et al. ont montr& dans des lignées de

cancer du poumon (A549, LL-2), que les cellules irradiées a10Gy lib&aient 2 fois plus de
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«shedding vesicles > aH24, H36, H48 [188]. Plus inté&essant, Lehmann et al. ont mis en
parallee le processus de mort cellulaire et la lib&ation de vésicules. lls ont montré que la
senescence initiee par des I&ions de I'ADN radio-induites a 4Gy, s’accompagnait d’une
augmentation de la biogenese des exosomes dans les cellules du cancer de la prostate
(augmentation de 1,5 fois &aH48, et 3 fois plus aH96) [191].

Dans les GBM, la libération d’exosomes aprés radiothérapie a é&€rapportée par Arscott et al. 1ls
montraient pour les cellules U87, une stimulation de la lib&ation dose- et temps-déendante,
avec une multiplication par 3 du nombre d’exosomes libérés dans le milieu 24h aprés une
irradiation de 8 Gy. Cette &juipe a surtout constatéque les lignés de GBM U251 et LN18 de
statut p53 muté semblaient avoir une plus grande propension alibé&er des exosomes apres
irradiation que la ligné U87, de statut p53 sauvage [236]. Mé&ne si nos résultats quantitatifs sur
les cellules U87 ne corroborent pas parfaitement ceux de Arscott et al., nous arrivons ades
observations similaires quant au statut p53. En effet, nous avons montréune stimulation radio-
induite plus importante dans les cellules T98G, de statut p53 mut& que pour les cellules U87.
Compte tenu que nous éudions, dans notre travail ala fois les exosomes et les «shedding
vesicles >3 et que paralléement, la biogénése de ces deux populations semble diffé&ente, il serait
inté&essant de chercher acomprendre comment le statut p53 peut influer sur les deux processus
simultanément. Contrairement au travail de Lehman et al., il ne semble pas qu’il y ait un lien
avec la séescence, puisque les cellules U87 sont considé&é&s comme plus susceptibles d’entrer

en sénescence acc@&é apres irradiation que les cellules T98G [127].
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PARTIE 4 : REPONSE DES CELLULES CIBLES RECEVEUSES
EXPOSEES AUX TMVS OU AUX FACTEURS SOLUBLES
CONTENUS DANS LES MILIEUX CONDITIONNES

Apres avoir mis en évidence la lib&ation de TMVs par les cellules de GBM irradi€es ou non,
nous nous sommes inté&essé aleurs effets sur le comportement de cellules cibles potentielles,
telles que les cellules endothédiales ou les autres cellules tumorales, qui pourraient se trouver au

voisinage des cellules irradiés dans un contexte tumoral.

Dans ce but, nous avons comparéla survie et la prolifé&ation, ainsi que la migration de cellules
endothéiales (HUVEC) et tumorales (cellules T98G ou U87), lorsque ces derniées sont
exposeées soit aux TMVs, soit aux facteurs solubles contenues dans le Filtrat. Pour ce faire, les
CM des cellules U87 et T98G ont &érecueillis, et les TMVs et le filtrat contenant les facteurs
solubles ont &é& séparé&. Nous avons rélis€ comme pré&é&emment deerit, des analyses
cellulaires en temps re&el avec le systéne XCELLigence, et des tests de blessure (HUVEC) ou
d’invasion en chambre de Boyden (U87 et T98G).

1. REPONSE DES HUVEC EXPOSEES AUX TMVS OU AUX FACTEURS SOLUBLES
1.1. Analyse temps re&sl du comportement global des HUVEC

Compte tenu que nos réultats montrent des modifications de la lib&ation des TMVs dés 2h
apres irradiation, nous avons r&up&éles TMVs ace temps pour éudier leurs effets. Les TMVs
sont ajoutées dans les puits contenant les cellules HUVEC, pour I’acquisition des signaux

d’impédance grace au systeme xCELLigence.

Croissance de HUVEC soumises aux TMVs récupérées a 2h post-irradiation

S e HUVEC in DMEM
TMV T98G 0Gy
______________________________ TMV T98G 10Gy
e TMV U87 0Gy

Normalized cell index
[y

0’5 ______________________________ —TMV U87 1OGY

0 20 40 60 80 100
Times (hours)

Figure 70. Effet des TMVs recueillies a H2 sur le comportement global (survie et prolifération, adhésion et morphologie

cellulaires) des cellules HUVEC. Le Cl redescend a 0 des le 4°me jour
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La figure 70 présente les profils de croissance obtenus quand les TMVs sont ré&up&és apartir
de cellules irradi€es ou non-irradiées 2 heures apreés traitement (H2).

Quelle que soit la ligneée cellulaire considée, les courbes des Cl enregistrés préentent des
profils tres proches, quasiment superposables. Pour toutes les courbes, le CI descend jusqu’a
atteindre 0 au bout de 4 jours, ce qui témoigne du décollement de 1’ensemble des cellules
HUVEC. Ces ré&ultats révedent que les TMVs ne modifient pas le comportement des cellules
HUVEC (Figure 70). Ainsi, alors que nous savions que le milieu DMEM/SVFd frais ne
permettait pas la survie along terme des cellules HUVEC, nous constatons que les TMVSs re-
suspendues dans ce mé&ne milieu, ne permettent pas de contrecarrer cet effet déé&ée du milieu
de culture. Ces observations sont cohé&entes avec celles faites pour les milieux conditionnés. I
semble qu’a court terme (H2), la réponse immédiate a I’irradiation, méme si elle se traduit par
une lib&ation modifiee des TMVs pour les cellules de glioblastome, ne conduit pas amodifier

le comportement des HUVECs.

La figure 71 pré&ente les profils de croissance obtenus quand les TMVs et les filtrats sont
reeupé e apartir de cellules irradiés ou non-irradiéss 48 heures apres traitement (H48).
Concernant la ligné U87, nous observons des comportements distincts quand les cellules
HUVEC sont exposées aux TMVs ou aux filtrats. En effet, lorsque les cellules HUVEC sont
sous I’influence des TMVs, que celles-ci soient issues de cellules tumorales irradiés ou non, on
observe un signal de CI en cloche, avec une augmentation durant les 40 premiées heures, puis
un retour vers 0, indiquant la mort des cellules in fine. Ce profil en cloche pourrait &re le reflet
d’un changement de morphologie des cellules HUVEC au contact des TMVs. A 1’inverse,
lorsque les cellules HUVEC sont exposees au Filtrat des U87 non-irradiees, le Cl a ééstabilisé
au-dessus de 1 (compris entre 1,0 et 1,5) tout au long de la surveillance de la culture cellulaire,
ce qui suggeére que les cellules endothéiales ont &€maintenues en vie et adhé&entes. De plus,
nos résultats ont montréque le Filtrat ré&eup&éapartir de cellules U87 irradiées al0Gy éait
plus favorable que le Filtrat reeup&éde cellules non-irradiés puisqu’il stimule l&&ement la
croissance des HUVEC.

Considéant la lignee T98G, tous les profils de CI enregistré&s pré&entent une diminution
progressive du signal, refléant la mort progressive des cellules, m&ne si la mort cellulaire et les
processus de déachement sont clairement ralentis ou retardés par rapport ala réfé&ence (courbe

noire). Notamment, quand on consideée les HUVEC exposees aux filtrats des T98G, toutes les
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cellules ne sont pas dé&ollé&s ala fin du suivi et pour les HUVEC exposées aux TMVs issues
des cellules T98G irradiees, on retrouve un profil en cloche.
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Figure 71. Suivi en temps réel du comportement global (survie et prolifération, adhésion et morphologie cellulaires)
des cellules HUVEC exposées aux filtrats ou aux TMVs, récupérés a H48 a partir de T98G (haut) ou U87 (bas)
irradiées ou non

1.2. Influence des TMVs et des facteurs solubles sur les capacité migratoires des HUVEC

Diffé&ents auteurs ont rapporté que, in vitro, la migration des cellules endoth&iales éait
stimulé par les exosomes [240] et les «shedding vesicles >» [188] lib&érs par diffé&entes
cellules tumorales.

Nous avons donc étudié 1’impact des TMVs et des facteurs solubles contenus dans les Filtrats
sur la capacitémigratoire des HUVEC en ré&lisant des tests de blessure. Ici, aprés ré&lisation de
la blessure sur le tapis cellulaire d’HUVEC, les HUVEC sont mises en contact avec le Filtrat ou
les TMVs r&upéés aH48 de cellules T98G ou U87 non-irradiéss (0 Gy) ou irradiess (10 Gy)
(Figure 72).
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Figure 72. Détermination de la capacité migratoire des HUVEC par test de blessure. Aprés réalisation de la blessure
sur le tapis cellulaire dHUVEC, les cellules endothéliales sont mises au contact pendant 18h des Filtrats ou des
TMVs issus de cellules tumorales irradiées ou non. Haut, Images représentatives de tests de blessure ou les
résultats chiffrés correspondent au pourcentage de recouvrement de la blessure. Bas, Distance de migration
normalisée par rapport au Ctrl HUVEC (100%). Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM (n = 3)
(# : p £ 0,05 indique une différence significative par rapport au Ctrl HUVEC)

Pour rappel, dans le Ctrl HUVEC, les cellules endothdiales qui se retrouvent au contact de

milieu DMEM/SVFd frais, recouvrent au bout de 18h environ 65% de la blessure.

Nos ré&ultats montrent que la distance de migration des cellules endothéiales a &é
significativement ré&uite lorsque les cellules HUVEC ont ééexposées aux Filtrats contenant
uniquement des facteurs solubles, quelle que soit I'origine du Filtrat (T98G ou U87 sans ou avec
irradiation). En fait, les cellules HUVEC exposées aux difféents filtrats parviennent acouvrir
moins de 45% de la blessure au bout de 18h (versus 65% pour le milieu de réé&ence
DMEM/SVFd). Nos réultats montrent que les facteurs solubles séré&és par les cellules de
glioblastome, mé&ne aprés irradiation, ne permettent pas de maintenir les capacité& migratoires
des cellules endoth@&iales.
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Lorsque les HUVEC sont exposées aux TMVs issues de cellules tumorales non-irradiés (0 Gy),
la capacité migratoire des cellules endoth@iales est legeement dégradé pour les TMVs
seeréees par les T98G, avec une réduction d’~30%, ou reste éjuivalente pour celles lib&ées par
les U87.

Plus inté&essant, on note que la capacitémigratoire des cellules HUVEC soumises ades TMVs
issues de cellules de GBM irradiées &10Gy est significativement augmenteée. En effet, on note
que pour les T98G irradiees a 10Gy, les TMVs restaurent significativement la capacité
migratoire des cellules HUVEC, passant de 70% a90%. Concernant U87, les TMVs obtenues a
partir de cellules irradiees 210Gy stimulent d’environ 20% la migration des HUVEC (p = 0.02).
Nos résultats suggérent donc que ’irradiation de cellules tumorales peut stimuler la migration

des cellules endoth@&iales via la lib&ation de TMVs.

2. REPONSE DES CELLULES TUMORALES SOUMISES AUX TMVS ET AUX FACTEURS SOLUBLES
2.1. Migration des cellules tumorales

Compte tenu des résultats précédents, mettant 1’accent sur le pouvoir pro-migratoire des TMVs
lib&ées apres irradiation, nous avons cherché asavoir si ce mé&ne type de communication
pouvait &re impliqué entre cellules tumorales irradiées et cellules tumorales voisines non-
irradiées. Pour ce faire, nous avons réalisé des tests d’invasion en chambre de Boyden avec

Matrigel. Les réultats sont présentés sur la figure 73.
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Figure 73. Evaluation de la capacité d’'invasion des cellules tumorales par le test d’invasion utilisant la chambre de
Boyden recouverte de Matrigel. Les résultats ont été présentés aprés normalisation par rapport au témoin non traité
sous la forme moyenne + SEM (n = 3). (# : p < 0,05 indique une différence significative par rapport a Ctrl)

Pour les cellules T98G irradiés (10 Gy) ou non-irradiées (0 Gy), les TMVs et les factuers
solubles libérés n’exercent aucune influence sur les capacités invasives d’autres cellules T98G

non irradiées.
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A I’'inverse, des cellules U87 mises en contact avec soit du Filtrat, soit des TM Vs issus d’autres
cellules U87 voient leurs capacités invasives trés perturbées. Dans le cas des filtrats, il se produit
une forte inhibition de ces capacité& invasives, avec une perte de 60%. Fait tres inté&essant, les
TMVs issues des U87 non-irradiées stimulent significativement 1’invasion des U87 (75%), et
cette influence «pro-invasive » est massivement amplifiée par I’irradiation. En effet, quand les
cellules U87 sont irradiées, les TMVs qu’elles libérent multiplient par 2 le nombre de cellules
invasives, par rapport au Ctrl.

L'effet pro-migratoire des TMVs radio-induites sur les cellules tumorales voisines a dga&é
rapportédans les GBM. En effet, Arscott et al. avaient fourni la preuve que les exosomes de
cellules de glioblastome irradiées 24Gy amd@ioraient la migration des cellules de glioblastome
non irradiéss, au moins en partie en raison de I'activation accrue de la voie de signalisation FAK
[236].

2.2. Prolif&ation/survie des cellules tumorales
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Figure 74. Suivi en temps réel du comportement global (survie et prolifération, adhésion et morphologie cellulaires)
des cellules tumorales exposées aux filtrats ou aux TMVs, récupérés a H48 a partir de T98G (haut) ou U87 (bas)
irradiées ou non
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Nous avons &jalement cherché a savoir si les TMVs ou Filtrat avaient un effet sur la
prolifé&ation/survie des cellules tumorales. Comme pré&entédans la figure 74, les profils de
cellules tumorales soumises aux Filtratx issus de 2 lignés sont au-dessous de celui de la
ré&ence (courbe noire = milieu DMEM/SVFd) mais ne descendent pas jusqu’a 0, indiquant
que le Filtrat peut maintenir la survie cellulaire mais ne permet pas favoriser la prolifé&ation des
cellules tumorales. Concernant les cellules tumorales exposées aux TMVs, leurs profils de
croissance sont superposés aux profils de réfé&ence (courbe noire) : ceci s’explique par le fait
que les TMVs sont re-suspendues dans le milieu DMEM/SVFd. Ainsi, on peut dire qu’aucun
effet des TMVs sur la prolifération des cellules tumorales n’est observé. De méme, 1’irradiation
a 10Gy n’a pas d’influence sur la survie/prolifération des cellules tumorales via la lib&ation de

TMVs ou de facteurs solubles dans le Filtrat.

3. ANALYSES PROTEIQUES DES FILTRATS/TMVS ET DES CELLULES
3.1 Contenu des Filtrats/TMVs en lien avec la migration et I'angiogenése

Les donnés de la litt&ature [139] rapportent de plus en plus largement, qu’en plus des
variations du nombre de TMVs lib&ées, il peut également y avoir une modification profonde de
la composition de ces TMVs. Ceci semble se vérifier dans nos expérimentations puisque, si 1’on
s’intéresse plus particulierement aux cellules U87, on constate que le nombre de TMVs lib&ees
est plus eveé?2 heures aprés radiothé&apie que 48 heures apres, alors que les TMVs recueillies &

H48 ont un impact plus marquéque celles recueillies aH2.

C’est pourquoi, nous avons commenceé a caracté&iser le contenu protéque des TMVs, par
comparaison au contenu en proténes des Filtrats, gré&e aune analyse protémique par Proteome
Profiler Array en lien avec la migration et I’angiogenése. Pour ce faire, les proté@nes libé&eées par
les cellules de glioblastome non-irradiées ou irradiées al0Gy, sous forme soluble dans le Filtrat
ou via les TMVs, ont é&é&extraites puis analysées sur membrane (Figure. 75). Par cette approche,

55 facteurs liés al'angiogenése ou ala migration pouvaient &re déectés.
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Figure 75. Protéines liées a I'angiogenése exprimées dans le Filtrat et TMVs. A. L’expression des 55 facteurs lié &
I'angiogenése détecté par proteome array dans les 2 lignées avec ou sans irradiation. B. Les niveaux d'expression
relative de plusieurs facteurs angiogéniques dans T98G et U87. Les valeurs sont calculées en soustrayant le niveau
de fond (témoin négatif) a partir de niveau de signal de I'échantillon
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Parmi tous les spots détectables, nous nous sommes focalisé&s sur les huit proté&nes dont le
niveau d'expression a &ésensiblement modifi€par la radioth&apie. 1l s’agit de: insulin-like
growth factor-binding protein 1 (IGFBP-1), interleukin-8 (IL-8), monocyte chemo-attractant
protein 1 (MCP-1), plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1), tissue inhibitors of
metalloproteinase (TIMP-1 and TIMP-4), urokinase plasminogen activator (uPA), et VEGF.

Globalement, la majoritéde ces 8 proté@nes ont &é&exprimees en quantités supé€ieures dans le
Filtrat et les TMVs obtenus apartir des U87 que dans ceux issus des T98G. De plus, la plupart

de ces proté@nes ont un niveau plus éeveédans le Filtrat que dans les TMVs.

Selon la proté@ne considé&es, les variations induites par les radiations ionisantes sont plus ou
moins marquees. En particulier, les analyses de densité optique ont montré qu’une irradiation a
10 Gy, par rapport a0 Gy, induit principalement une augmentation du niveau de VEGF (50 &80%
de plus) et de uPA (50% de plus) dans le filtrat, quelle que soit la ligné consid&é&. Nos
résultats sont en accord avec ceux de Jadhav et al. qui ont rapportéune augmentation du niveau
d’uPA et de VEGF dans le milieu conditionné de cellules de neuroblastome apreés
irradiation [157].

L’induction radio-induite du VEGF, tant au niveau transcriptionnel que traductionnel, a &é&
rapporté& par plusieurs éudes pour des lignés de GBM [150, 341]. Diffé&entes éjuipes ont
montré que la lib&ation accrue de VEGF par les cellules tumorales apres radiothé&apie

s’accompagnait d’une stimulation de la prolifé&ation des cellules endoth&iales [145, 161].

Alors que la plupart des éudes rapportant un effet pro-migratoire des milieux conditionné issus
des cellules tumorales irradiées montraient une forte pré&ence de méalloprotéses [70, 159],
nous n’avons pas détecté de stimulation radio-induite de ces prot&nes dans nos milieux. Ici, on
note en revanche I’augmentation de I’expression d’uPA, protéine connue pour contribuer

activement au remodelage de la matrice extracellulaire [25, 26].

Contrairement aux données de la litt&ature [342, 343], le niveau de certains facteurs pro-

angiogéniques tels que le TGF-, IL-8 n'a pas &éémaodifiédans le Filtrat aprés irradiation.

En outre, si nous comparons les variations de profils d'expression prot@ques induites par les
rayonnements, il semble que ces variations, pour les cellules U87, soient inverséss entre Filtrat
et TMVs. Par exemple, le VEGF a augmentédans le Filtrat tandis qu'il a diminuédans les
TMVs; TIMP-1 et PAI-1 ont diminuédans le Filtrat alors qu'ils ont augmentédans les TMVs.
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3.2 Expression des réeepteurs membranaires des cellules par Western-blot

Pour tenter d’expliquer les effets des Filtrats (facteurs solubles) sur les cellules tumorales et
HUVEC, nous avons choisi d’analyser 1’expression des récepteurs membranaires dans les
cellules. Comme le niveau de VEGF a bien augmenté dans le Filtrat, nous avons d’abord
évaluée I’expression de VEGFR2, le récepteur principal de VEGF, dans les cellules par la
technique de western-blot (Figure 76).

Les ré&ultats montrent que les HUVEC expriment fortement le VEGFR2, qui sont utilisés
comme le Control positif. Concernant les lignées tumorales, T98G n’expriment pas de VEGFR2,

alors que U87 expriment l&&ement le VEGFR2.

HUVEC T98G us7 U373
MDA C+ P457P458 P459 P10 P14 P17

Figure 76. Expression des récepteurs
membranaires dans les HUVEC et les cellules ~ VEGFR2 -
de glioblastome. A. Expression de VEGFR2
dans les HUVEC et 3 lignées de glioblastome

B-actine | e ——-

Le VEGF semble étre 1’élément central des effets observés. En effet, a 1’état basal, le filtrat des
cellules U87 apparaT plus riche en VEGF [344, 345] que le filtrat des cellules T98G, et cette
quantité plus importante de VEGF pourrait expliquer 1’influence du milieu conditionnéou du
filtrat r&up&& apartir des U87, favorable ala survie des HUVEC, pour lesquelles une
expression forte du VEGFR2, ré&epteur membranaire du VEGF, a &€& observé par Western-
Blot.

4. DISCUSSION

Aux vues des réultats obtenus dans notre travail, les facteurs solubles contenus dans les
diffé&ents filtrats sembleraient &re principalement impliqués dans le maintien de la survie des
cellules endoth@diales, alors que les TMVs seraient plus susceptibles d'altéer les capacités de
migration des cellules endoth@&iales et tumorales.

Chalmin et al. ont rapportéque les exosomes et les facteurs solubles sé&ré&é par les cellules

tumorales (cancers colorectaux notamment) peuvent ré&uler de fagn diffé&entielle les fonctions
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des cellules immunitaires. Dans ces travaux, les facteurs solubles induisaient 1’expansion des
cellules my&odes suppressives, tandis que les TMVs induisaient leur activation, contribuant
ensemble au développement tumoral [346]. De fagn similaire, nous avons pu constater des
diffé&ences éridentes dans les fonctions des cellules endoth@&iales affectées par les facteurs
solubles ou par les TMVs, confirmant que chacun peut jouer un rde spe&ifique dans la

stimulation de I'angiogenése.

De fan originale, nous réultats montrent que 1’irradiation peut modifier le comportement des
cellules endoth@&iales ou tumorales, méne si celles-ci ne sont pas directement irradiégs, et ce, en
provoquant la libéation par les cellules tumorales irradiées de TMVs ou de facteurs solubles
dans le Filtrat.

Nous avons tentéde ré&umer dans le tableau 18 ci-dessous, les effets de ’irradiation sur les
fonctions des cellules endoth&iales et tumorales non-irradiées via la libé&ation des TMVs ou de

facteurs solubles dans les filtrats.

Tableau 18. Synthése de l'effet de lirradiation sur les cellules HUVEC et les cellules
tumorales via Filtrat et TMVs issus de cellules tumorales

TMVs Filtrat
T98G u87 T98G u87
Prolifération/
Survie
HUVEC
Migration / / — —
Prolifération/
) — — —
Cellules Survie
tumorales
Invasion —_— ff —_— —_—

L’observation la plus marquante concerne la stimulation par la radiothérapie des capacités pro-
migratoires des HUVECs et des capacité& pro-invasives des TMVs libé&é&s par les cellules de
glioblastome. Pour confirmer ces résultats, des éudes complémentaires in vitro et in vivo sont
neeessaires. In vitro, pour vérifier la spécificité de ’effet pro-migratoire des TMVs observédans
notre éude, des essais peuvent &re r&lisés visant aperturber I’incorporation de TMVs par des
cellules cibles. D’aprées certains auteurs, 1’incorporation des microvésicules par les cellules de
glioblastome peut étre inhibé par 1’héparine [211], alors que Methyl-f3cyclodextrin, inhibiteur
de cholestérol peut inhiber I’incorporation des microvésicules par les cellules de glioblastome et

les cellules endothdiales [340]. D’autres molécules ont été utilisées sur d’autres cellules cibles,
152



RESULTATS & DISCUSSION

comme I’anticorps anti-ICAM ou I’inhibiteur des intégrines sur les cellules dendritiques [220].
IIfaudra &alement valider nos résultats in vivo. Des auteurs ont utilis€un modée de souris
porteuse de fen&res dorsales, dans laquelle ils introduisaient du Matrigel mé&angé avec des
TMVs, pour observer 1’effet de TM Vs sur la vascularisation in vivo [188]. De méne, 1’effet pro-
invasif des cellules tumorales peut &re &udi€in vivo, sur des modées de greffes orthotopiques,
en mesurant la distance de migration des cellules tumorales sur coupe histologique. Il serait
intéressant de mettre en place ce type d’expérimentations pour valider nos résultats obtenus in

vitro.

Les TMVs sont géné&alement considéeés comme des réservoirs de facteurs pro-angiogéiques
[164, 193]. Ici, les modifications aprés irradiation des contenus prot&ques des TMVs ont
concerné uPA, TIMP-1, et PAI-1 qui sont impliquées dans la deégradation de la matrice
extracellulaire [347-350], mais une augmentation du niveau de ces proté&nes apres irradiation ne
peut pas ére directement liée al'effet pro-migratoire des TMVs. En revanche, d'autres groupes
ont rapportéque les exosomes pouvaient induire des changements dans la fonction cellulaire de
cellules réeeptrices par transfert d’ARN [139]. Ces aspects sont en cours d’investigation. Des
résultats préliminaires suggerent que la quantité totale d’ARN contenu dans les TMVSs issues des
U87 irradiées a10Gy pourrait &re multiplié par 2. 1l est né&essaire aprésent de pouvoir

qualifier ces ARN.
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Le but de cette thése &ait de déerminer comment les cellules de glioblastome survivantes aprés
irradiation pouvaient affecter les fonctions des cellules tumorales voisines et les cellules
endoth@&iales non irradiees, via 1’échange des signaux intercellulaires, asavoir, les facteurs

solubles et les microvésicules tumorales (TMVSs).

Dans la premiée partie, nous avons confirméque les cellules de glioblastome U87 et T98G
éudiées sont résistantes a 1’apoptose radio-induite : la mort mitotique semble &re le mode de
mort cellulaire privilégi€apres irradiation pour ces cellules, se traduisant par une prolifé&ation
ralentie des cellules survivantes apres irradiation. Paralldement, I’irradiation peut modifier les
profils s&réoires des cellules de glioblastome, c¢’est-adire modifier les substances lib&éees par
les cellules dans leur milieu de culture. Ces substances peuvent favoriser la proliféation/survie
et la migration des cellules HUVEC, 2 étapes importantes dans I’angiogenése. Cependant, elles
ne sont pas suffisantes pour modifier la capacité des cellules endoth&iales a former des

microtubules vasculaires.

Outre certains facteurs solubles connus (VEGF, uPA), on retrouve, parmi les substances
seréees, des microvesicules tumorales (TMVs). Nous avons pu objectiver, en utilisant la
microscopie @ectronique abalayage et le Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), la libé&ation
de TMVs, dont la taille &ait globalement infé&ieure 2500 nm. Par NTA et cytomérie en flux,
nous avons montréque cette libéation de TMVs (exosome + "shedding vesicles"), peut &re
significativement stimulée par I’irradiation dans les 2 lignées, mais de fagn temps-déoendant.
La libé&ation des exosomes post-irradiation pourrait, d’aprés des données récentes de la
littéature, dévendre, du statut p53 des cellules qui diffée dans les deux lignés éudiées. Des

investigations complémentaires pourraient permettre d’éclaircir ce point.

Concernant les effets respectifs des facteurs solubles et des TMVs sur les cellules tumorales et
les cellules HUVEC, nos travaux montrent que les facteurs solubles contenus dans les diffé&ents
Filtrats seraient principalement impliqué dans le maintien de la survie et la prolifé&ation des
cellules endoth@&iales. En particulier, le VEGF pourrait &re un facteur essentiel dans ce
processus. En effet, conformément aux donné&s de la litt&ature, nous avons observé que
I’irradiation favorisait la séré&ion accrue de VEGF dans le Filtrat et son réeepteur VEGFR2
éait bien exprimé & la surface des HUVEC. A [l’inverse, les TMVs semblent altéer
pré&é&entiellement les capacités de migration des cellules endoth&iales et tumorales.
Malheureusement, les résultats des analyses du contenu prot@que des TMVs ne permettent pas
d’expliquer I’effet pro-migratoire des TMVSs. Plusieurs auteurs ont rapportéla possibilitéque les

TMVs transferent des acides nucléques (ADN, ARNm, microARN) d’une cellule donneuse a
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une cellule receveuse [204]. C’est pourquoi, nous avons débuté des investigations pour analyser

le contenu en acide nucl&que des TMVs.

Ainsi, la préente &ude montre pour la premiee fois que des cellules de glioblastome
survivantes aprés irradiation aux rayons X sont capables de stimuler la migration des cellules
endoth@&iales in vitro, gr&e ala lib&ation de TMVs. Ce mé&ne moyen de communication
intercellulaire est observélorsque les TMVs sont mises en contact avec des cellules tumorales
voisines non-irradiés pour stimuler leur invasion. La migration des cellules tumorales et les
cellules endothédiales, de manie&e concomitante, suite al’irradiation, pourrait &re un premier
pas vers la diffusion et la ré&idive apres radiothé&apie. Pour conforter nos réultats et confirmer
I’effet pro-migratoire des TMVs lib&é&s post-irradiation, des essais pourraient &re ré&lisés
visant aréduire I’incorporation des TMVs par les cellules cibles. En effet, d’aprés la littéature,
I’incorporation des microveésicules par les cellules de glioblastome peut &re inhibé par
I’héparine [211], alors que Methyl-f3cyclodextrin, inhibiteur de cholest&ol peut inhiber
I’incorporation des microvésicules par les cellules de glioblastome et les cellules endothéliales

[340].

La migration concomitante des cellules tumorales et des cellules endoth&iales apres irradiation
pourrait constituer un éément ddéere facilitant la diffusion et la réeidive de glioblastome aprés
radioth&apie. Pour compléer et confirmer ces résultats in vitro, des é&udes in vivo sont
néeessaires. Pour ce faire, nous pourrions utiliser des modées de fen&@res dorsales implantées
chez des souris immunodériméss développés au laboratoire pour observer 1’effet des TMVs a

la fois sur la vascularisation in vivo et sur les capacités invasives des cellules tumorales [188].

Les donnés reeentes de la litté&ature montrent 1I’implication, dans les récidives de GBM d’une
sous-population cellulaire particuliée, les GSCs (glioma stem-like cells), connue pour leur
radioreésistance accrue. Les GSC sont en contact direct avec des cellules endoth@iales et il existe
une communication intercellulaire bidirectionnelle entre ces deux populations. Compte tenu de
nos réultats in vitro, il semble indispensable de s’intéresser maintenant plus particuliéement a

I’effet des TMVs lib&ées post-irradiation sur cette sous-population de GSC.

Dans le microenvironnement tumoral et p&itumoral, outre les cellules tumorales et les cellules
endoth@&iales, co-existent aussi d’autres types cellulaires, comme des astrocytes normaux, les
cellules de la microglie, les p&icytes constitutifs de la barriere hémato-enceéphalique, etc... I
sera tres inté&essant de savoir si les TMVs exercent aussi &alement un pouvoir pro-migratoire

sur ces difféentes populations cellulaires, et d’apprécier les éventuelles répercussions sur la
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réponse immunitaire ou sur la rupture de la barriée hémato-encéhalique, qui restent ace jour

inconnues.
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Ré&umé/ Abstract

Dans le glioblastome (GBM), la radiothéapie est un outil thé&apeutique essentiel. Né&nmoins, la reeidive
post-irradiation est quasiment inévitable, en raison de I’émergence d'une sous-population de cellules
cancé&euses particulieéement radiorésistantes préentant une meilleure capacitéprolifé&ative, invasive et
pro-angiogénique.

Notre éude in vitro a cherchéadéerminer comment les cellules cancé&euses survivantes a 1’irradiation
pouvaient affecter la fonction des cellules tumorales voisines et les cellules endothéiales non irradiées,
en focalisant notre attention sur 1’échange des signaux intercellulaires, a savoir, les facteurs solubles et
les microvésicules tumorales (TMVs).

La radiothé&apie induit principalement un ralentissement de la prolifé&ation des cellules de glioblastome
(T98G et U87) et une mort cellulaire retardée (clonogéique) de 50-60%, sans engendrer d’apoptose.
Gr&e au suivi de la croissance cellulaire along terme (via le systéne xCELLigence) et un test de
blessure, nous avons confirméque les cellules de glioblastome survivantes aprés irradiation libé&ent des
signaux qui peuvent modifier les fonctions de cellules endothdiales HUVEC et de cellules tumorales
non-irradiées. Outre la séréion de certains facteurs solubles connus (VEGF, uPA), nous avons pu
objectiver, en utilisant la microscopie @ectronique abalayage, le Nanoparticle Tracking Analysis (NTA),
la libéation de microvéicules tumorales (TMVs), dont la taille éait globalement infé&ieure &a500 nm.
Par NTA et cytomérie en flux, nous avons montréque cette libé&ation de TMVs (exosome + "shedding
vesicles"), peut &re significativement stimulée par I’irradiation dans les 2 lignées, de fagn temps-
dépendant. D’aprés nos analyses protéomiques, les facteurs solubles tels que le VEGF ou I’IL-8, connus
pour é&re des facteurs pro-angiogéniques, contribueraient plut& a favoriser la survie, voire la
prolifé&ation, des cellules HUVEC, tandis que les TMVs libé&é&s aprés irradiation, ont significativement
modifiéla capacitéde migration des HUVEC et des cellules tumorales non-irradiéss. Les proprié&és pro-
migratoires des TMVs pourraient en ce sens, contribuer aux processus de reeidive dans les glioblastomes
apres irradiation.

Mots-clé&: Glioblastome, Irradiation, Microvésicules tumorales, Cellules endothé&iales, Facteurs pro-
angiogéniques

Radiation therapy is a major therapeutic tool for glioblastoma (GBM). However, the post-radiation
recurrence is almost inevitable, due to the emergence of a subpopulation of radioresistant cancer cells
with greater proliferative, invasive, and proangiogenic capacities.

The objective of this study was to investigate in vitro how irradiated cancer cells affect the function of
untreated neighboring tumor cells and endothelial cells, focusing on signals exchange initiated by
irradiation, such as soluble factors and tumor microvesicles (TMVSs).

Radiotherapy has slowed down the proliferation of GBM cells (T98G, U87) and induced mitotic death of
50-60%, without significant apoptosis. Through long-term monitoring of cell growth (xCELLigence) and
wound-healing assay, we have confirmed that surviving GBM cells after irradiation release signals that
can change the functions of endothelial cells HUVEC and non-irradiated tumor cells. In addition to the
secretion of known soluble factors (VEGF, uPA), we were able to show using scanning electron
microscopy and the Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), the release of tumor microvesicles (TMVS),
whose size was generally less than 500 nm. By NTA and flow cytometry, we have shown that the release
of TMVs (exosome + "shedding vesicles") can be significantly stimulated by irradiation in two lines, in a
time-dependent manner. According to the proteomics analysis, soluble factors such as VEGF or IL-8,
well known as pro-angiogenic factors, rather contribute to promote the survival or proliferation of
HUVEC, while the released TMVs after irradiation, significantly altered the migration abilities of non-
irradiated HUVEC and tumor cells. The pro-migratory properties of TMVs could thus contribute to
glioblastoma recurrence after irradiation.

Keywords: Irradiation, Tumor microvesicles, Endothelial cells, Glioblastoma, Pro-angiogenic factor
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