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TAA+: Cation tetraalkylammonium 

TAM: Tumor Associated Macrophage 

TE: Temps d’écho 

TEP: Tomographie par Emission de 

Positons 

TI: Temps d’Inversion 

TMZ: Témozolomide 

TR: Temps de répétition 

VEGF: Vascular Endothelial Growth 

Factor 
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AVA N T - P R O P O S  

Les glioblastomes (GB) sont les tumeurs cérébrales primaires les plus fréquentes et les 

plus agressives chez l’adulte. A l’heure actuelle, malgré l’arsenal thérapeutique déployé 

pour traiter les patients, le pronostic reste très sombre puisque la médiane de survie ne 

dépasse pas 15 mois (Chinot et al. 2014). Améliorer la prise en charge thérapeutique reste 

donc actuellement un enjeu de santé publique majeur. 

L’hypoxie, définie comme une inadéquation entre l’apport en oxygène et sa 

consommation, est une des caractéristiques majeures des GB (Spence et al. 2008). Elle 

favorise la croissance de la tumeur et participe à la résistance aux traitements, notamment 

à la radiothérapie (RT). 

Ainsi, plusieurs stratégies ont été mises au point pour tenter de réoxygéner ces tumeurs, 

telles que l’utilisation de carbogène, un gaz composé d’oxygène (95%) et de CO2 (5%). 

Bien que cette stratégie se soit révélée efficace dans des essais cliniques pour certains 

types de tumeurs, les résultats se sont avérés décevants dans le cadre des GB (Kaanders 

et al. 2002). Il est apparu que le carbogène ne parvient pas à réoxygéner le tissu tumoral 

et, au contraire, augmente l’oxygénation du tissu sain. 

L’hypoxie induit également l’expression de facteurs conduisant à des adaptations de la 

part des cellules tumorales favorisant la croissance et la résistance aux traitements de la 

tumeur (Aguilera & Giaccia 2015). Parmi ces facteurs, l’érythropoïétine (EPO) est 

synthétisée et il a été montré que l’activation des voies de signalisation induite par la 

fixation de l’EPO sur son récepteur (EPOR) favorise la croissance de la tumeur ainsi que 

sa résistance aux traitements conventionnels (Pérès et al. 2011, 2014). Cibler la 

signalisation EPO/EPOR pourrait donc représenter une nouvelle stratégie thérapeutique 

pour les GB. Cependant, bien que plusieurs inhibiteurs de l’EPO aient été développés, 

une inhibition non spécifique et systémique de l’EPO serait problématique en raison du 

rôle hématopoïétique de cette cytokine. 

L’objectif de ces travaux de thèse est de mettre au point des stratégies thérapeutiques 

innovantes de vectorisation ciblée dans le cadre des GB, dirigées contre l’hypoxie 

directement ou contre les effets de l’hypoxie en inhibant l’EPO. Nous proposons donc i) 

d’utiliser des nanovecteurs de thérapies gazeuses pour réoxygéner les GB et augmenter 

l’efficacité de la RT et ii) mettre au point des constructions inductibles par l’hypoxie 

véhiculées par des macrophages pour inhiber, l’EPO spécifiquement dans les GB. 

La première partie de l’introduction s’intéresse à la description des GB, depuis les 

données cliniques jusqu’à leur physiopathologie. L’enjeu est de comprendre les 
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caractéristiques et les ressorts de ce type de cancer, qui en font une tumeur hautement 

agressive et résistante aux traitements. 

La deuxième partie de cette introduction se focalise sur cette caractéristique majeure 

des GB expliquant leur agressivité : l’hypoxie. La mise en place des mécanismes de 

l’hypoxie, son influence sur la croissance tumorale, et sur l’efficacité de la RT, sont 

détaillées. 

Enfin les troisième et quatrième parties sont consacrées à deux types de vectorisation 

de thérapies : la vectorisation passive et la vectorisation active. La troisième partie est 

ainsi consacrée aux nanoparticules et plus particulièrement aux zéolithes. L’objectif ici est 

de décrire les principales propriétés de ce type de matériau et de montrer en quoi ces 

nanoparticules semblent extrêmement prometteuses pour un ciblage thérapeutique 

spécifique dirigé contre l’hypoxie dans les GB. La quatrième partie s’intéresse aux 

stratégies de vectorisation active, basées sur l’utilisation de cellules vectrices de thérapies. 

Elle permettra de voir en quoi ce type de stratégie permettrait de cibler et d’inhiber 

spécifiquement au sein d’une tumeur les facteurs induits par l’hypoxie, comme l’EPO. 
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I N T R O D U C T I O N  

I .  L E S  G L I O B L A S T O M E S  

A. DU DIAGNOSTIC AU PRONOSTIC : LES DONNEES CLINIQUES 

Les gliomes sont les tumeurs cérébrales primaires les plus fréquentes chez l’adulte. Ils 

représentent 27% des tumeurs primaires du système nerveux central (SNC) et 80% des 

tumeurs malignes du SNC (Ostrom et al. 2015; Schwartzbaum et al. 2006). Les gliomes 

comprennent toutes les tumeurs ayant pour origine une cellule gliale. Cela comprend les 

astrocytomes, les oligodendrogliomes, les épendymomes et les gliomes mixtes. 

Parmi les gliomes, le GB, qui est un sous-type d’astrocytome, en est la forme la plus 

fréquente. Il compte en effet pour plus de 46% des tumeurs cérébrales primaires malignes 

(Figure 1). Son incidence aux Etats-Unis est de 4 nouveaux cas par an pour 100 000 

habitants avec une prédominance masculine, le ratio homme/femme étant de 1,6 (Ostrom 

et al. 2015). L’âge médian de diagnostic de la tumeur est d’environ 62 ans (Louis et al. 

2016). 

 

Figure 1 | Les tumeurs primaires malignes du système nerveux central aux États-Unis entre 

2008 et 2012. La distribution est basée sur des critères histologiques. En rouge, les gliomes. 

Adapté de Ostrom et al. 2015. 

Les GB comptent également parmi les tumeurs les plus agressives. La médiane de 

survie après le diagnostic ne dépasse pas 15 mois, malgré l’arsenal thérapeutique 

employé pour traiter les patients (Chinot et al. 2014). Enfin, le coût moyen de prise en 

charge thérapeutique était de 78 355 € par patient en 2011 en France (Henaine et al. 

2016) pour un gain d’espérance de vie faible par rapport à des patients non traités. 
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B. CLASSIFICATION DES GLIOMES PAR L’ORGANISATION MONDIALE DE LA 

SANTE 

Les gliomes étant un groupe de tumeurs hétérogène, des classifications ont été établies 

afin d’harmoniser le diagnostic à travers le monde, d’améliorer la prise en charge des 

patients et de permettre une détermination plus fiable du pronostic et de la réponse au 

traitement. La classification la plus répandue est celle établie par l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS). Celle-ci est basée à la fois sur des critères anatomo-pathologiques et 

des critères moléculaires (Louis et al. 2016). 

En ce qui concerne les gliomes, ils sont dans un premier temps différenciés en 

astrocytome, en oligodendrogliome et en gliome mixte en fonction de critères 

histologiques. Un grade leur est ensuite attribué en fonction de leur degré de malignité, 

allant du grade I pour les moins agressifs au grade IV. Les grades I et II sont dits de bas 

grade tandis que les grades III et IV sont de haut grade. Ces grades, résumés dans le 

Tableau 1, sont attribués en fonction de critères anatomopathologiques et concernent 

l’activité mitotique, l’angiogenèse ou la présence de nécrose. 

Tableau 1 | Les critères anatomopathologiques qui gouvernent l’attribution du grade des 

gliomes. - - - absente, +/- occasionnelle, + modérée, ++ augmentée, +++ élevée. D’après Louis et 

al. 2016. 

Tumeur Grade 
Densité 

cellulaire 

Activité 

mitotique 
Angiogenèse Nécrose 

Astrocytome diffus II - - - - - - - - - - - - 

Oligodendrogliome II - - - +/- +/- - - - 

Oligoastrocytome II - - - + - - - - - - 

Astrocytome anaplasique III ++ + - - - - - - 

Oligodendrogliome anaplasique III ++ ++ ++ +/- 

Oligoastrocytome anaplasique III ++ ++ +/- - - - 

Glioblastome IDHmut IV +++ +++ ++ + 

Glioblastome IDHwt IV +++ +++ +++ +++ 

De plus, des sous-types de gliomes ont pu être établis en fonction de critères se basant 

sur les altérations génétiques et moléculaires non discernables sur le plan histologique. 

Ces avancées ont ainsi permis de différencier des sous-types de GB : les GB de novo ou 

primaires et les GB secondaires qui évoluent à partir d’un gliome de grade inférieur. Ces 

deux sous-types de GB se différencient principalement par la présence de mutations sur 

le gène de l’isocitrate déshydrogénase-1 (IDH1). Les GB primaires possèdent un gène 

IDH1 non muté et représentent environ 90% des cas tandis que les GB secondaires 

présentent un gène IDH1 muté et représentent environ 10% des cas (Louis et al. 2016). 
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Des mutations sur d’autres gènes sont également trouvées préférentiellement sur l’un des 

deux sous-types et permettent d’affiner la classification (Figure 2).  

 

Figure 2 | Classification des sous-types de glioblastomes. D’après Louis et al. 2016. 

Enfin, d’autres différences génétiques sont observées, ne permettant pas de dégager 

des sous-types de GB, mais permettant de prédire la réponse aux traitements. Ces 

marqueurs génétiques sont donc importants dans le cadre de la médecine personnalisée. 

Deux marqueurs principaux peuvent être cités : la méthylation du promoteur du gène de 

la O6-alkylguanine DNA alkyltransferase (MGMT) et la co-délétion 1p/19q. La MGMT est 

une enzyme impliquée dans la réparation des lésions de l’ADN à la suite d’alkylations. La 

méthylation du promoteur de son gène, retrouvée dans beaucoup de GB, entraîne son 

inactivation et sensibilise donc les cellules cancéreuses aux chimiothérapies par agent 

alkylant. La méthylation du promoteur de la MGMT est donc un facteur de bon pronostic 

(Hegi et al. 2005). Il en va de même pour la co-délétion 1p/19q retrouvée à la fois dans 

les GB primaires et les GB secondaires et dont il a été montré que la présence améliore 

la réponse à la chimiothérapie (van den Bent et al. 2003). 
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C. LA PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES PATIENTS 

Les symptômes permettant le diagnostic d’un GB 

peuvent être variés. Le plus souvent, les premiers 

signes impliquent des maux de tête intenses causés 

par une pression intracrânienne élevée et la 

survenue de crises d’épilepsie ou de déficits 

neurologiques. Le diagnostic est ensuite posé par 

imagerie, notamment par imagerie par résonance 

magnétique (IRM) (Figure 3). Le grade du gliome 

est quant à lui définitivement établi par un 

anatomopathologiste suivant les critères exposés 

dans la partie précédente, ce qui nécessite un 

prélèvement chirurgical du tissu tumoral. 

1. L’EXERESE TUMORALE 

La première étape de la prise en charge 

thérapeutique est la chirurgie. Selon la localisation de la tumeur et son accessibilité, la 

chirurgie peut aller de la biopsie, dans le but d’établir le grade de la tumeur, à la résection 

totale. Ce dernier cas de figure permet d’augmenter significativement la survie des 

patients par rapport à ceux pour qui la seule option est la biopsie (McGirt et al. 2008). 

Cependant, le caractère invasif et diffus des GB fait qu’il est impossible de retirer 

l’ensemble des cellules tumorales après une résection tumorale, même complète, et de 

ce fait, la récurrence est inévitable. La chirurgie est incontournable pour le traitement de 

première ligne des GB, ne serait-ce que pour établir précisément le diagnostic. Elle permet 

également de réduire la pression intracrânienne en réduisant le volume tumoral et ainsi 

d’atténuer les déficits neurologiques. 

2. LA RADIOTHERAPIE 

Après la chirurgie, les patients sont traités par RT. La RT est basée sur l’utilisation de 

rayonnements ionisants focalisés sur les cellules tumorales dans le but d’entraîner des 

lésions sur leur ADN puis la mort des cellules. Les mécanismes impliqués lors de la RT 

feront l’objet d’une présentation plus détaillée dans le chapitre II.D. 

Cependant, le traitement par RT a des conséquences sur le tissu sain par lequel passe 

inévitablement le faisceau pour atteindre la tumeur et entraîne des effets secondaires 

parfois importants pour le patient. On distingue les effets aigus, qui se manifestent par la 

survenue d’œdèmes et de fatigue chez le patient, des effets tardifs responsables de 

Figure 3 | Le diagnostic du 

glioblastome. Aspect en IRM de deux 

gliomes de bas et de haut grade avec 

ou sans injection d’un agent de 

contraste. Adapté de Collet et al. 2015. 
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séquelles parfois graves. Ces dernières se manifestent par l’apparition de zones de 

nécroses radio-induites et de déficits cognitifs qui diminuent la qualité de vie et la survie 

des patients (Siu et al. 2012; Greene-Schloesser et al. 2012). L’enjeu majeur de cette 

technique consiste donc à déposer suffisamment d’énergie sur les cellules tumorales pour 

entraîner leur mort tout en lésant au minimum le tissu sain. 

La première méthode utilisée pour réduire les effets secondaires sur le tissu sain 

consiste à fractionner les doses. Ainsi, dans le cadre clinique, les patients reçoivent une 

dose journalière de 2 Gy, 5 jours par semaine pendant 6 semaines soit 60 Gy au total. 

Des avancées ont également été faites en ce qui concerne le mode d’administration de 

la RT, comme l’irradiation conformationnelle. Cette technique permet d’utiliser 

simultanément plusieurs faisceaux 

braqués sur la tumeur selon des angles 

d’entrée différents. Ceci permet de 

déposer plus d’énergie dans le tissu 

tumoral que dans le tissu sain. Elle 

permet donc d’augmenter la précision 

avec laquelle la dose est distribuée 

selon la conformation de la tumeur tout 

en préservant au mieux les tissus 

sains. Elle est déclinée en plusieurs 

modalités comme la RT 

conformationnelle tridimensionnelle, la 

RT conformationnelle avec modulation 

d’intensité, la RT stéréotaxique 

robotisée (CyberKnife®) ou la RT 

conformationnelle en conditions 

stéréotaxiques (Figure 4). 

Cependant, malgré ces avancées, 

certains types de tumeurs, comme les 

GB présentent une radiorésistance 

élevée. D’autres stratégies ont été 

mises au point pour optimiser la RT 

tout en épargnant au maximum le tissu 

sain. Elles seront détaillées dans le 

chapitre II.D.4. 

Figure 4 | L’irradiation conformationnelle permet 

d’obtenir un compromis entre l’efficacité et la 

toxicité. Distribution de dose pour les quatre 

modalités de traitement. A. Radiothérapie 

conformationnelle tridimensionnelle. B. Radiothérapie 

conformationnelle avec modulation d’intensité. C. 

Radiothérapie stéréotaxique robotisée (CyberKnife®). 

D. Radiothérapie conformationnelle en conditions 

stéréotaxiques. Adapté de Spasic et al. 2011. 
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3. LA CHIMIOTHERAPIE 

Depuis 2005, la prise en charge des patients passe par une administration de 

témozolomide (TMZ), un agent alkylant de l’ADN. Il est administré par voie orale et 

présente certains avantages comme une disponibilité proche de 100%, une affinité pour 

les tissus tumoraux et sa capacité à franchir la barrière hémato-encéphalique (BHE) 

(Alifieris & Trafalis 2015). 

Les patients nouvellement diagnostiqués reçoivent une administration de TMZ 

concomitante à la RT (dose journalière de 75 mg/m2 de surface corporelle, 7 jours par 

semaine) suivie d’une administration en adjuvant débutant quatre semaines après la fin 

de la RT à une dose de 150 à 200 mg/m2, 5 jours par semaine pendant 6 cycles espacés 

de 4 semaines (Figure 5A). 

 

Figure 5 | La prise en charge thérapeutique des patients. A. Schéma représentant le protocole 

de prise en charge thérapeutique des patients atteints de glioblastomes. Adapté de Stupp et al. 

2009. B. Courbe de survie des patients atteints de glioblastome après avoir été traités suivant 

différents protocoles. RT = radiothérapie, TMZ = témozolomide. Adapté de Weller et al. 2009. 

Ce protocole associant la RT au TMZ après la chirurgie est appelé « protocole Stupp » 

et correspond au protocole standard de prise en charge des patients (Stupp et al. 2009). 

Malgré les bénéfices sur la médiane de survie des patients obtenus grâce à la mise en 

pratique de ce protocole, celle-ci reste extrêmement faible, aux alentours de 15 mois 

(Figure 5B) et une récidive est inévitablement observée au terme du traitement initial. 

4. LES NOUVELLES APPROCHES THERAPEUTIQUES 

Afin d’améliorer le pronostic des patients, notamment en situation de récidive tumorale, 

plusieurs stratégies thérapeutiques ont été développées. Cependant, aucune n’est pour 

le moment appliquée de manière standard.  

La stratégie la plus étudiée concerne le traitement à base de molécules anti-

angiogéniques. L’importance de la vascularisation pour le développement et le maintien 

de la tumeur sera exposée en détail dans le chapitre I.D.2 mais l’objectif est de priver la 



INTRODUCTION - Les Glioblastomes 

21 

tumeur de sa source d’oxygène et de nutriment en inhibant l’angiogenèse tumorale. Deux 

études multicentriques de  phase III ont évalué l’effet d’un traitement à base de 

Bevacizumab, un anticorps humanisé ciblant le VEGF (Vascular Endothelial Growth 

Factor), l’une des principales cytokines pro-angiogéniques, en combinaison avec le TMZ 

et la RT. Cependant, les résultats de ces études ont été extrêmement décevants 

puisqu’aucune amélioration de la survie globale des patients n’a été constatée (Chinot et 

al. 2014) et plusieurs effets secondaires indésirables ont été observés. 

Une autre piste, plus récente et prometteuse, concerne l’immunothérapie. Le principe 

est d’exploiter le système immunitaire du patient en induisant ou en augmentant la 

réponse immunitaire et en levant les blocages du microenvironnement tumoral, lui-même 

immunosuppresseur. Cette approche est de plus en plus utilisée en oncologie et montre 

de bons résultats dans un certain nombre de cancers. Des essais cliniques ont été menés 

dans le cadre des GB, notamment en utilisant des anticorps ciblant les points de contrôle 

immunosuppresseurs de la tumeur. Des résultats encourageants ont été observés sur 

l’activité immunitaire des patients et sur la réponse clinique. Cependant, des réponses 

durables et soutenues restent rares (Huang et al. 2017). Les obstacles à la réussite de ce 

type de traitement dans les GB étant la BHE, l’identification d’antigènes tumoraux 

spécifiques, appropriés et immunogènes et enfin l’identification de biomarqueurs 

permettant d’anticiper et de mesurer la réponse thérapeutique. De plus, certaines 

caractéristiques des GB comme leur composante hypoxique pourraient expliquer leur 

résistance vis-à-vis de l’inflammation (Leblond et al. 2016). 

Du fait de l’échec des traitements actuellement utilisés à lutter efficacement contre les 

GB, il est nécessaire de mettre au point de nouvelles stratégies permettant d’améliorer la 

prise en charge des patients. Pour cela, une connaissance fine de la physiopathologie des 

GB est indispensable. 

D. PHYSIOPATHOLOGIE DES GLIOBLASTOMES 

Le GB est une tumeur hétérogène où les cellules cancéreuses cohabitent et 

interagissent avec les cellules saines et leur microenvironnement. Ce système évolue au 

cours du temps et selon les stades de développement de la tumeur. 

1. LA CELLULE TUMORALE 

L’hétérogénéité des GB s’observe d’un patient à un autre (hétérogénéité inter-tumorale) 

mais également au sein d’une même tumeur (hétérogénéité intra-tumorale) et provient à 

la fois de la cellule tumorale elle-même et de son origine, mais aussi des interactions avec 

le microenvironnement tumoral. 
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a) Des cellules tumorales : origine et hétérogénéité 

Une tumeur correspond à une population cellulaire hétérogène, contenant des cellules 

tumorales différenciées, des cellules de soutien et des cellules tumorales infiltrantes. Cette 

hétérogénéité intra-tumorale est renforcée par l’existence d’une variabilité clonale au sein 

de cet ensemble de cellules et par l’influence qu’exerce le microenvironnement sur celui-

ci. Il a ainsi été montré que de multiples clones présentant des mutations distinctes ou des 

différences de méthylation de leurs promoteurs peuvent être trouvés au sein d’une même 

tumeur (Gerlinger et al. 2012). 

Deux modèles ont été proposés pour expliquer cette hétérogénéité. Le premier est le 

modèle d’évolution clonale. Il propose la sélection naturelle comme moteur de 

l’hétérogénéité intra-tumorale. Ainsi, les mutations stochastiques qui apparaissent dans 

les cellules individuelles induisent la sélection des clones les plus adaptés à la tumeur et 

son microenvironnement. Les clones qui acquièrent des avantages pour leur croissance 

vont proliférer tandis que les clones moins adaptés vont être moins compétitifs et vont 

disparaître.  

Le second modèle, le plus récent, est celui des cellules souches cancéreuses (CSC). 

Ce modèle suggère que seule une partie des cellules cancéreuses possède la capacité 

d’initier et de maintenir la croissance tumorale en se répliquant à l’infini. De ce fait, les 

tumeurs sont organisées de manière hiérarchique comme les tissus normaux le sont avec 

les cellules souches saines. En conséquence, les CSC génèrent une hétérogénéité 

cellulaire en installant une hiérarchie établie selon les stades de différenciation des 

cellules (Prasetyanti & Medema 2017) (Figure 6). 
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Figure 6 | Les facteurs d’hétérogénéité de la tumeur. Le modèle originel (la hiérarchie 

unidirectionnelle) suppose que seules les cellules souches cancéreuses (CSC) sont capables de 

générer la masse tumorale via une division symétrique (l’auto-renouvellement) ou une division 

asymétrique (génération de cellules différenciées). Dans ce cas, la hiérarchie est strictement 

unidirectionnelle et exclut le concept de la réversibilité du devenir cellulaire à partir des cellules 

progénitrices. Au contraire, de plus en plus de preuves démontrent que la hiérarchie est plus fluide 

que ce qui était admis jusqu’à présent. Dans le modèle de plasticité des CSC, la cellule possède 

une capacité de dédifférenciation depuis un état non-CSC à un état CSC et vice-versa. Dans ce 

modèle, la caractéristique de cellule souche et la plasticité sont déterminées par divers signaux 

intrinsèques et extrinsèques qui agissent simultanément ou indépendamment dans le temps. De 

ce fait, les cellules non-CSC peuvent servir de réservoir pour créer une population de CSC pendant 

l’oncogenèse. Ceci est indiqué par un éclair sur la figure et peut être le fait de signaux du 

microenvironnement ou de changements génétiques ou épigénétiques. Adapté de Prasetyanti & 

Medema 2017. 

Parmi ce nouveau type de cellule, les cellules souches de gliomes (CSG) ont été parmi 

les premières à être isolées à partir d’une tumeur solide (Yuan et al. 2004; Singh et al. 

2003). Dans ces travaux, il a été montré que seulement 100 GSC étaient suffisantes pour 

donner naissance à une nouvelle tumeur chez des souris immunodéficientes, alors que 

plus de 106 cellules tumorales classiques n’en étaient pas capables (Singh et al. 2004). 

Les CSC sont les cellules qui permettent à la tumeur de se propager et qui maintiennent 

une tumeur déjà formée et ne doivent pas être confondues avec la cellule d’origine. Cette 

dernière est la cellule dans laquelle les mutations oncogéniques interviennent et 

s’accumulent en premier pour initier ensuite la formation d’une masse tumorale maligne 

(Figure 7). Avant la découverte des cellules souches neurales, il était considéré que les 

astrocytes étaient à l’origine des GB puisqu’ils représentaient la seule population connue 

de cellules capable se répliquer. Cependant la preuve d’une origine astrocytaire des 

gliomes n’est pas encore établie à l’heure actuelle (Chen et al. 2012). 

Figure 7 | Origine cellulaire du glioblastome. 

Des mutations chez les cellules souches 

neurales adultes sont suffisantes pour initier la 

formation d’un gliome malin in vivo. Certaines 

preuves en faveur d’une origine à partir d’un 

astrocyte mature ou d’un progéniteur ont 

également été obtenues in vitro et in vivo. 

Cependant l’origine des gliomes reste à ce jour 

non connue avec certitude. Adapté de Chen et al. 

2012. 
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b) Le métabolisme et l’effet Warburg 

Le métabolisme des cellules tumorales est différent de celui des cellules normales. Pour 

produire de l’adénosine triphosphate (ATP), ces dernières utilisent principalement la 

phosphorylation oxydative, processus aérobie qui permet de métaboliser dans la 

mitochondrie le pyruvate issu de la glycolyse. En anaérobie, le pyruvate fermente en 

lactate (Figure 8A). Dans les GB, l’hétérogénéité de la disponibilité en O2, qui sera 

détaillée dans le chapitre suivant (chapitre II), induit l’expression de facteurs régulant la 

glycolyse aérobie ou anaérobie et la production de lactate. Les cellules tumorales 

présentent ainsi de nombreuses anomalies métaboliques, parmi lesquelles la particularité 

de privilégier la fermentation lactique, peu importe la présence ou non d’oxygène. Cette 

particularité est sans doute la plus étudiée et l’une des plus importantes pour la 

prolifération et l’agressivité des cellules tumorales. Ce phénomène est couramment 

appelé glycolyse anaérobie ou effet Warburg, du nom de son découvreur Otto Warburg 

dans les années 1920. L’effet Warburg est souvent accompagné d’une augmentation de 

la captation de glucose, d’une glycolyse intense, d’une inhibition partielle de l’activité 

mitochondriale et d’une consommation en oxygène diminuée (Vartanian et al. 2014) 

(Figure 8B). 

 

Figure 8 | Le métabolisme des cellules tumorales. A. Cellules normales : Le glucose entre dans 

la cellule via un transporteur du glucose et subit la glycolyse, ce qui génère du pyruvate. Le pyruvate 

pénètre ensuite dans la mitochondrie et entre dans le cycle de Krebs (TCA pour TriCarboxylic Acid) 

pour générer 36 ATP à travers le processus de phosphorylation oxydative. L’ATP est la source 

d’énergie des cellules normales : l’hydrolyse de la molécule d’ATP libère l’énergie nécessaire aux 

réactions essentielles à la cellule. B. Cellules tumorales : Les cellules tumorales métabolisent le 

glucose en lactate, même en présence d’oxygène. Ce processus est appelé glycolyse aérobie ou 

effet Warburg. Bien que la génération d’ATP soit moins efficace durant ce processus en 

comparaison du métabolisme oxydatif complet du glucose, les cellules tumorales l’utilisent pour 

générer les précurseurs indispensables à leur croissance et pour générer suffisamment d’ATP 

nécessaire au maintien de leurs fonctions. En modulant la glycolyse et grâce à l’altération de leur 

métabolisme mitochondrial, les cellules tumorales peuvent détourner les intermédiaires de la 

glycolyse et du cycle de Krebs pour générer des nucléotides, des lipides, des protéines et du 

NADPH qui leur permet de se défendre contre le stress oxydatif. Ces cellules génèrent également 

des quantités importantes de lactate qui participent à plusieurs fonctions pro-tumorales. Adapté de 

Agnihotri & Zadeh 2016 et de Vander Heiden et al. 2009. 
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c) L’invasion 

Une autre particularité des GB est d’être une tumeur diffuse. Cela est dû à la capacité 

d’invasion des cellules de GB. Au contraire d’autres tumeurs solides de haut grade, les 

GB ne forment pas de métastases. A l’inverse, les cellules de gliome migrent activement 
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à travers les espaces extracellulaires tortueux du parenchyme cérébral, ce qui conduit à 

la formation de tumeurs satellites distantes (Figure 9). Cette capacité d’infiltration est la 

principale cause de récidive après la résection chirurgicale, les cellules infiltrées dans le 

parenchyme cérébral sain ayant la capacité de reformer de nouvelles tumeurs (Cuddapah 

et al. 2014). 

 

Figure 9 | Les différentes voies d’invasion. A. Schéma représentant les voies d’invasion 

possibles pour  les cellules de gliome. B. Les cellules de gliomes s’associent aux vaisseaux 

sanguins dans le cerveau. Les cellules de glioblastome expriment une protéine fluorescente verte 

(EGFP) et les vaisseaux sont révélés par un marquage CD31. Adapté de Cuddapah et al. 2014. 

2. LA VASCULARISATION : UN POINT FAIBLE DES GLIOBLASTOMES ? 

Dans les premiers stades de l’oncogenèse, la croissance de la tumeur s’accompagne 

au fur et à mesure d’un éloignement des cellules des vaisseaux sanguins préexistants. A 

partir d’un certain point, cet éloignement provoque une diminution des apports en oxygène 

et en nutriments. Les cellules tumorales mettent alors en place différents mécanismes 

aboutissant à la formation d’une néo-vascularisation tumorale permettant à la tumeur de 

reprendre sa croissance. 

a) Angiogenèse et soutien de la croissance tumorale 

La transformation maligne du gliome vers un haut grade est accompagnée d’une 

augmentation marquée de la densité vasculaire et de changements importants de la 

morphologie micro-vasculaire aboutissant au final à une modification de la fonctionnalité 

vasculaire. Ce phénomène, appelé « switch angiogénique », est considéré comme un 

point de basculement critique pendant la croissance de la tumeur. Il est en partie induit 

par une augmentation de l’expression de facteurs pro-angiogéniques, de cytokines et de 
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récepteurs nécessaires à l'établissement de nouveaux vaisseaux sanguins (Vartanian et 

al. 2014). 

Il est communément admis que les premiers stades de la croissance tumorale sont 

associés à un développement des cellules tumorales le long des vaisseaux sanguins 

préexistants (un mécanisme appelé co-option vasculaire). Ce processus est indépendant 

de l’angiogenèse et aboutit à un échec de l’apport des nutriments en dépit de la demande 

métabolique des cellules. Dans la phase suivante de la progression tumorale, lorsque les 

demandes métaboliques de la masse tumorale excèdent l’apport, les vaisseaux co-optés 

régressent et l’hypoxie se met en place (Bergers & Benjamin 2003). Il en résulte une 

génération de nouveaux vaisseaux à partir de la vascularisation préexistante via le 

bourgeonnement de nouveaux capillaires, c’est l’angiogenèse. L’angiogenèse est un 

phénomène complexe qui implique la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) pour 

ouvrir la voie aux nouveaux vaisseaux ainsi que la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales et l’établissement d’une nouvelle membrane basale (Bulnes et al. 2012). 

Cependant il semble que l'angiogenèse seule soit insuffisante pour expliquer le 

remodelage complexe du réseau vasculaire. Pour l’expliquer, il est indispensable d’y 

ajouter d’autres modes d’adaptation vasculaire permettant de subvenir aux demandes 

métaboliques de la tumeur, comme la vasculogenèse de novo, c’est-à-dire la formation de 

vaisseaux à partir de précurseurs hématopoïétiques.  

Dans ces processus de néo-vascularisation, de nombreux facteurs angiogéniques 

comme le VEGF-A, les MMP2 (Matrix Metalloproteases 2) ou l’angiopoïétine 1 coopèrent 

pour stimuler et maintenir la prolifération des cellules endothéliales, leur migration et leur 

survie, ainsi que la perméabilité et la formation de la lumière intravasculaire (Vartanian et 

al. 2014). 

Le tissu tumoral incorpore donc une néo-vascularisation nécessaire à sa croissance. 

Cependant, l’architecture des vaisseaux est souvent anarchique et fonctionnellement 

aberrante. Différentes techniques d’imagerie ont permis de mettre en lumière le fait que la 

micro-vascularisation est tortueuse, irrégulière et dilatée (Figure 10). En conséquence, la 

perfusion sanguine n’est pas uniforme et peut conduire à des situations d’hypoxie, 

d’ischémie et de thrombose (Jain 2005). La paroi des vaisseaux angiogéniques est 

immature avec une BHE dysfonctionnelle et des péricytes absents ou inactifs, ce qui 
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conduit à une vascularisation perméable. Ce point est détaillé ci-dessous afin d’introduire 

son intérêt pour la thérapie. 

b) L’effet EPR (Enhanced Permeability and Retention effect) 

Dans le tissu cérébral sain, la vascularisation est composée de trois types cellulaires : 

les cellules endothéliales liées entre elles par des jonctions serrées, les péricytes et les 

astrocytes (Figure 11). Ces cellules forment la BHE qui a pour fonction de restreindre les 

échanges entre le sang et le parenchyme cérébral 

afin de protéger le cerveau (Abbott et al. 2006). 

Cependant, la vascularisation des GB présente 

une structure différente de celle du tissu sain. 

En 1986, deux équipes ont publié quasi-

simultanément deux articles faisant état d’une 

accumulation privilégiée de macromolécules dans 

les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains. Ce 

tropisme de la tumeur a été attribué à l’hyper-

vascularisation tumorale, sa perméabilité 

augmentée ainsi qu’à l’absence de système 

lymphatique pour drainer le tissu (Figure 12) 

(Matsumura & Maeda 1986; Gerlowski & Jain 

1986). Cet effet a depuis été baptisé Enhanced 

Permeability and Retention effect (EPR) (Maeda et 

al. 2013). 

Figure 11 | La barrière hémato-

encéphalique. Schéma représentant 

les constituants cellulaires de la BHE. 

Adapté d’Abbott et al. 2006. 

Figure 10 | La vascularisation tumorale. 

Schéma représentant la vascularisation dans 

un tissu normal (à gauche) et dans une tumeur 

(à droite). La dérégulation de la balance entre 

facteur pro- et anti-angiogénique conduit au 

développement d’une vascularisation 

structurellement et fonctionnellement 

anormale dans les tumeurs. Ces anomalies 

structurelles sont clairement visibles sur les 

images du milieu acquises en microscopie bi-

photonique. Adapté de Jain et al. 2005. 
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Figure 12 | Les différents médiateurs vasculaires fréquemment exprimés dans les cancers 

et participant à l’effet EPR. Ces médiateurs augmentent la perméabilité vasculaire. De plus, il n’y 

a pas de drainage lymphatique, ce qui résulte en un temps de rétention des macromolécules 

prolongé dans le tissu tumoral. Adapté de Maeda 2013. 

Cet effet EPR a été démontré dans de nombreuses études précliniques, portant sur des 

modèles de GB (Karageorgis et al. 2016; Huhndorf et al. 2016; Huynh et al. 2011). Il a été 

largement utilisé pour développer des stratégies de ciblage spécifiques et passives de 

ces tumeurs basées sur des nanoparticules porteuses de thérapies (Figure 13). 
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Figure 13 | Ciblage passif par le biais de l’effet EPR. Représentation schématique des différents 

mécanismes par lesquels les nanoparticules peuvent délivrer des molécules à la tumeur. Le ciblage 

passif du tissu tumoral est atteint par l’extravasation des nanoparticules, permise par une 

augmentation de la perméabilité vasculaire dans la tumeur et le drainage lymphatique inefficace. 

Adapté de Peer et al. 2007. 

En pratique clinique l’une des manières d’évaluer la perméabilité vasculaire est une 

mesure de la valeur de Ktrans par IRM, qui représente le produit de la perméabilité par la 

surface vasculaire. Plusieurs travaux ont étudié la perméabilité vasculaire pour différents 

grades de gliomes. Les auteurs ont mesuré les valeurs de Ktrans pour des grades de gliome 

de II à IV et ont montré que la valeur maximale de Ktrans augmente avec le grade des 

gliomes (Figure 14).  

 

Figure 14 | La perméabilité vasculaire augmente avec le grade du gliome. A. Visualisation par 

IRM T1-w avec agent de contraste d’un gliome de grade IV. B. Carte de Ktrans associée. La lésion 

montre un Ktrans max élevé (flèche bleu). C. Valeurs maximales de Ktrans mesurées dans des gliomes 

de grade II, III et IV. Adapté de Santarosa et al. 2016. 

La présence de l’effet EPR dans les gliomes humains a également été utilisée en essai 

clinique pour cibler spécifiquement ces tumeurs à l’aide d’une molécule thérapeutique 

encapsulée dans des liposomes (Clarke et al. 2017). 
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3. LE MICROENVIRONNEMENT TUMORAL 

Le GB n’est pas uniquement constitué de cellules tumorales et de vaisseaux sanguins. 

Ceux-ci cohabitent et interagissent également avec d’autres cellules de leur 

microenvironnement qui servent souvent de soutien à la croissance tumorale. 

a) Les cellules du parenchyme cérébral sain 

Les neurones actifs exercent un effet mitogène sur les précurseurs neuraux et les 

précurseurs oligodendrogliaux normaux. Plusieurs travaux ont montré que certains 

facteurs sécrétés dans le microenvironnement par les neurones, comme le glutamate 

(Blecic et al. 2013) ou la neuroligine-3 (Venkatesh et al. 2015), soutiennent la croissance 

tumorale, ce qui va également dans le sens de l’hypothèse d’une origine neurale ou 

oligodendrogliale des GB. 

En plus des neurones, les astrocytes, qui jouent physiologiquement un rôle de soutien 

des neurones et précurseurs neuronaux, favorisent la croissance des gliomes par la 

sécrétion de facteurs de croissance, comme l’EPO (Pérès et al. 2011), qui protègent la 

tumeur face aux traitements conventionnels (Yang et al. 2014; Pérès et al. 2014). 

b) Les cellules recrutées 

En dehors des cellules résidentes du SNC, la tumeur exerce un tropisme pour d’autres 

types cellulaires qui migrent jusque dans la masse tumorale. Parmi elles, on trouve des 

fibroblastes, nommés Cancer Associated Fibroblasts (CAF) (Madar et al. 2013), cellules 

de soutien provenant de la moelle osseuse retrouvées chez des patients et qui participent 

aux phénomènes d’angiogenèse et d’invasion (Clavreul et al. 2014). Des cellules souches 

mésenchymateuses (CSM) ont également été trouvées chez des patients et favorisent le 

développement tumoral (Hossain et al. 2015). Elles seraient ainsi associées à un pronostic 

défavorable pour le patient (Yoon et al. 2016). 

Enfin les cellules recrutées les plus abondantes sont les cellules immunitaires. Parmi 

elles, les plus nombreux sont la microglie et les macrophages, appelés TAM (pour Tumor 

Associated Macrophages). Il a en effet été montré que les TAM peuvent représenter de 

30 à 50 % du nombre total de cellules présentes dans un GB (Franklin et al. 2014; Lu-

Emerson et al. 2013). Parmi ces cellules immunitaires, on trouve également des 

lymphocytes, comptant pour environ 30 % d’entre-elles, et environ 10% de cellules 

myéloïdes suppressives ainsi que 10% de cellules dendritiques (Hussain et al. 2006). 

Comme pour les autres cellules recrutées, la présence des TAM résulte d’un dialogue 

entre ces derniers et les cellules du gliome. Les macrophages sont présents dans la 
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circulation sanguine sous forme de monocytes issus de la moelle osseuse. Ces 

monocytes quittent le sang et entrent dans les tissus par extravasation lorsque les cellules 

endothéliales de ces tissus expriment des marqueurs de l’inflammation. Dans le tissu, les 

cellules se différencient en macrophages qui sont ensuite attirés par la masse tumorale 

par l’action de gradients de chimiokines synthétisées par la tumeur (Figure 15A).  

Les TAM se distinguent entre eux par l’acquisition de phénotypes distincts sous 

l’influence de leur environnement. Ces phénotypes correspondent à des activités 

différentes dans la tumeur (Glass & Synowitz 2014). Au moment de leur extravasation et 

de leur différentiation, les macrophages acquièrent un phénotype de type M0, non activé. 

Les macrophages de phénotype M1, dits classiquement activés, sont pro-inflammatoires 

et considérés comme anti-tumoraux. Le phénotype M2, l’activation alternative, est plutôt 

immunosuppresseur et considéré comme pro-tumoral. Ces deux phénotypes représentent 

les deux extrémités d’un continuum avec des activités opposées, et il est possible pour un 

macrophage, sous l’action de signaux de l’environnement, de passer d’un phénotype à 

l’autre. L’hypoxie joue un rôle majeur puisqu’il a été montré qu’elle favorise l’acquisition 

du phénotype M2 pro-tumoral des TAM (Leblond et al. 2016; Tellier et al. 2015). 

Il a été montré que ces macrophages de types M2 favorisent la progression tumorale 

par la libération de facteurs immunosuppresseurs et sont impliqués notamment dans les 

phénomènes d’invasion, de prolifération et d’angiogenèse (Hambardzumyan et al. 2016) 

(Figure 15B). 

 

Figure 15 | Dialogue entre les macrophages et le gliome. A. Les cellules du gliome libèrent des 

facteurs qui attirent les macrophages (TAM) vers le tissu tumoral (Glioma). B. En retour les 

macrophages secrètent divers facteurs qui favorisent notamment l’invasion tumorale. Adapté de 

(Hambardzumyan et al. 2016). 

c) L’hypoxie 

L’une des caractéristiques majeures des GB, notamment par rapport aux gliomes de 

bas grade, est la présence d’un gradient d’oxygénation au sein du microenvironnement 
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tumoral. Il en résulte la présence de zones d’hypoxie sévère au sein de la tumeur. Ce 

point important fait l’objet du chapitre suivant. 

I I .  L ’ H Y P O X I E  

A. GENERALITES SUR L’HYPOXIE DANS LES GLIOBLASTOMES 

1. DEFINITION DES NIVEAUX D’OXYGENE 

Avant d’être distribué aux tissus, l’oxygène atmosphérique passe par la trachée, les 

alvéoles pulmonaires où il passe dans le sang artériel et enfin dans le réseau capillaire. 

Pendant ce trajet, la pression en oxygène (pO2) passe de ~160 mmHg dans l’atmosphère 

à ~40 mmHg dans un organe comme le cerveau (Tableau 2). 

Tableau 2 | Pressions normales en oxygène dans quelques organes humains. D’après Koh & 

Powis 2012. 

Organe pO2 normale (mmHg) % O2 

Trachée 150 19,7 

Alvéoles 110 14,5 

Sang artériel 100 13,2 

Cerveau 40 5,3 

 

Plusieurs termes sont utilisés pour décrire les différents niveaux d’oxygène (Tableau 3). 

La normoxie correspond à la pO2 atmosphérique. Comme nous l’avons vu, dans 

l’organisme la pO2 tissulaire (ptO2) est inférieure. Lorsqu’elle est à un niveau physiologique 

normal, on parle de physioxie. La pO2 en condition de physioxie peut varier d’un organe à 

l’autre et selon les conditions environnementales. Lorsque la pO2 diminue en dessous des 

conditions physiologiques on parle d’hypoxie. Celle-ci est d’abord considérée modérée 

jusqu’à environ 8 mmHg d’O2 puis sévère en dessous, jusqu’à l’anoxie qui correspond à 

l’absence ou quasi-absence d’O2, en dessous de 0,08 mmHg. D’un point de vue cellulaire, 

l’hypoxie correspond à une inadéquation entre l’apport d’oxygène et sa consommation. 

Tableau 3 | Définitions des niveaux d’oxygène. D’après Koh & Powis 2012. 

Condition pO2 (mmHg) % O2 

Normoxie 159 21% 

Physioxie 15-68 2-9% 

Hypoxie moyenne 8-38 1-5% 

Hypoxie <8 <1% 

Anoxie <0,08 <0,1% 
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2. SES CAUSES AU NIVEAU TUMORAL 

La présence de régions hypoxiques est une caractéristique de nombreuses situations 

pathologiques. C’est notamment le cas de beaucoup de tumeurs solides comme les GB. 

Dans le cadre des tumeurs, l’hypoxie résulte de la combinaison de plusieurs facteurs 

comme la prolifération rapide des cellules, la vascularisation tumorale peu fonctionnelle et 

l’éloignement des cellules par rapport au plus proche vaisseau. Il en résulte une grande 

hétérogénéité de la ptO2 au sein de la tumeur. 

L’hypoxie tumorale peut ainsi être groupée en deux catégories distinctes : l’hypoxie 

chronique et l’hypoxie aigüe, selon les causes et la durée pendant laquelle les cellules 

sont exposées aux conditions hypoxiques. Il a été vu que les cellules tumorales ont des 

caractéristiques particulières comme leur taux de prolifération élevé, leur immortalité 

réplicative et un métabolisme dérégulé. De plus, la vascularisation est peu fonctionnelle. 

Ces particularités, sont connues pour entraîner une inadéquation entre l’apport et la 

consommation en oxygène et donc une forte diminution de l’oxygénation dans certaines 

parties de la tumeur.  

La prolifération des cellules cancéreuses est très dépendante de l’apport en oxygène et 

en nutriments. De ce fait, les vaisseaux tumoraux sont entourés de cellules en prolifération 

active. Ce sont les régions normoxiques 

(ou physioxiques) de la tumeur. Au 

contraire, les cellules meurent 

inévitablement dans les régions situées 

à plus de 100 µm d’un vaisseau, ce sont 

les régions nécrotiques (ou anoxiques). 

Entre ces deux régions distinctes (70-

100 µm du vaisseau sanguin) se 

trouvent des zones d’hypoxie chronique 

dans lesquelles les cellules tumorales 

ont accès à une quantité minimale 

d’oxygène, suffisante pour leur survie 

mais insuffisante pour leur prolifération 

active (Figure 16). 

L’hypoxie aigüe est, quant à elle, due 

à la vascularisation structurellement et 

fonctionnellement anormale de la 

tumeur qui entraîne des ouvertures et 

Figure 16 | L’hypoxie aigüe et chronique. Chronic 

Hypoxia = Hypoxie chronique, Normoxia = 

Normoxie, Blood vessel = Vaisseau sanguin, 

Necrosis = Nécrose, Acute hypoxia = Hypoxie aigüe. 

Adapté de Yoshimura et al. 2013. 
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fermetures transitoires des vaisseaux sanguins. Cela provoque des fluctuations de la 

perfusion et aboutit à la génération d’hypoxie transitoires, et cela même à moins de 70 µm 

de vaisseaux (Figure 16) (Yoshimura et al. 2012).  

L’hypoxie se met en place de manière progressive au sein de la tumeur. Au début de la 

tumorigenèse, les cellules sont en condition de physioxie, puis l’hypoxie se met en place 

progressivement au fur et à mesure de la prolifération cellulaire et de l’angiogenèse 

tumorale. Lorsque l’hypoxie est en place, la disponibilité en oxygène suit un gradient 

depuis les zones de nécrose anoxiques centrales jusqu’à la périphérie, généralement bien 

vascularisée et perfusée (Figure 17) (Kempf et al. 2015). 

 

Figure 17 | La mise en place du gradient d’oxygène durant le développement tumoral. Ce 

schéma obtenu par analyse in silico résume la distribution de l’oxygène au cours de la croissance 

tumorale. Adapté de Kempf et al. 2015. 

3. LA MESURE DE L’HYPOXIE INTRA-TISSULAIRE 

Plusieurs méthodes plus ou moins invasives ont été mises au point pour mesurer 

l’oxygénation tumorale, de la cellule au compartiment vasculaire. Il faut toutefois noter que 

la mesure de l’oxygénation tissulaire est encore à ce jour un challenge, notamment en 

routine clinique. 

Au niveau moléculaire, l’hypoxie peut être révélée par immunohistochimie dirigée contre 

les molécules activées par l’hypoxie comme le facteur HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor 

1α) ou ses cibles comme l’anhydrase carbonique 9 (CAIX), le transporteur au glucose 1 

(GLUT1) ou le VEGF. Une autre manière de détecter l’hypoxie est de révéler la prise de 

molécules par les cellules, après une injection par voie systémique avant la biopsie, dont 

le métabolisme est modifié par la présence ou non d’oxygène tels que les dérivés 

imidazoles (pimonidazole, EF5, etc.). La limite de l’immunohistochimie est sa nature 

invasive et limitée à une petite biopsie qui ne rend pas compte de l’hétérogénéité de la 

tumeur. 
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La manière la plus directe d’évaluation de l’oxygénation tissulaire est de mesurer la 

pression tissulaire en oxygène (ptO2) par des sondes directement implantées dans le 

cerveau. Cependant, ces sondes permettent une mesure de la ptO2 focale, encore une 

fois peu représentative de l’ensemble de la tumeur. De plus, sa nature grandement 

invasive pose des questions quant à sa généralisation en routine clinique. 

Afin de palier à ces limites, des méthodes en imagerie moins invasives ont été 

développées et détaillées dans la littérature (Corroyer-Dulmont et al. 2015). Elles 

permettent une mesure de l’oxygénation dans différents compartiments tumoraux. 

L’oxygénation du compartiment vasculaire peut être évaluée par IRM-BOLD (Blood 

Oxygen Level-Dependent). Cette approche permet de détecter les variations de la quantité 

sanguine de desoxyhémoglobine (desoxyHb), qui est paramagnétique. Le signal BOLD 

est dépendant de nombreux paramètres comme la réactivité vasculaire et l’oxygénation 

du tissu mais il est difficile d’en ressortir un par rapport aux autres. Cependant, à partir de 

la relation entre le signal BOLD et le ratio Hb/desoxyHb, une méthode a été développée 

pour mesurer la saturation en oxygène (SatO2) et appelée qBOLD pour BOLD quantitatif. 

La relation entre le signal T2* et la SatO2 est complexe et dépend de plusieurs paramètres 

comme le volume sanguin cérébral (CBV), la valeur locale d’hématocrite, la valeur de T2 

du tissu ou le champ magnétique B0. La quantification et l’intégration de ces paramètres 

permet d’établir une carte de SatO2 (Figure 18). Au niveau préclinique, Christen et al. ont 

démontré la sensibilité de cette méthode pour détecter des modifications de l’oxygénation 

cérébrale dans un modèle orthotopique de GB (Christen et al. 2014) et cette méthodologie 

a également été validée par rapport à d’autres méthodologies de référence dans plusieurs 

modèles de gliomes (Valable et al. 2016). L’utilisation de l’IRM qBOLD permet de corriger 

certaines faiblesses de l’IRM BOLD standard mais requiert encore d’être validée pour sa 

spécificité vis-à-vis de l’hypoxie. En effet, la relation entre la SatO2 et la ptO2 n’est pas 

linéaire et elle est influencée par de nombreux paramètres. Cependant l’extrapolation de 

la SatO2 à partir de la ptO2 est faisable en condition physiologique (Corroyer-Dulmont et 

al. 2015).  

 



INTRODUCTION - L’hypoxie 

37 

 

Figure 18 | Quantification de la saturation en oxygène à partir du signal BOLD. A partir 

d’images intermédiaires (Cartes T2*, T2 et de volume sanguin [fCBV]) il est possible d’extraire une 

carte quantitative de saturation en oxygène dans le sang. Adapté de Christen et al. 2011. 

Au niveau cellulaire, la méthode la moins invasive pour mesurer l’hypoxie est la 

tomographie par émission de positons (TEP). Le premier isotope radioactif à avoir été 

utilisé pour mesurer le niveau d’oxygène dans le cerveau a été l’oxygène 15 (15O). 

L’utilisation de l’15O a été validée pour l’utilisation de nombreuses méthodes quantitatives 

permettant d’établir des cartes de flux sanguin cérébral, de volume sanguin cérébral, de 

fraction d’extraction de l’oxygène et de métabolisme cérébral de l’oxygène avec de l’H2O, 

du CO et de l’O2 marqués. Cependant, l’utilisation de l’15O n’est pas adaptée à l’oncologie 

du fait du métabolisme particulier des cellules tumorales, indépendant de la consommation 

en oxygène (Effet Warburg). 

Le radio-traceur le plus étudié pour évaluer l’hypoxie est le [18F]-Fluoromisonidazole 

([18F]-FMISO). Ce radio-traceur est très sélectif de l’hypoxie sévère, autour de 7 mmHg, 

et de plus en plus utilisé dans le cadre des gliomes où il permet notamment de différencier 

les différents grades. Il a également été montré que la captation de [18F]-FMISO est 

inversement proportionnelle à la survie des patients (Figure 19) (Kawai et al. 2014). Sa 

limite est sa faible sensibilité relative aux hypoxies modérées (entre 10 et 30 mmHg) 

(Corroyer-Dulmont et al. 2015). 

 

Figure 19 | Corrélation entre la captation de [18F]-FMISO, le grade des gliomes et la survie 

des patients. A. Images obtenues par IRM T1-w après injection d’un agent de contraste (haut) et 

en TEP [18F]-FMISO des tumeurs correspondantes (bas). B. La TEP [18F]-FMISO permet d’évaluer 

le volume d’hypoxie associé à chaque grade de gliome. C. Courbe de Kaplan-Meyer représentant 

la survie des patients en fonction du volume d’hypoxie de leur tumeur. VH = Volume d’hypoxie. 

Adapté de Kawai et al. 2014. 
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4. L’HYPOXIE EST UN FACTEUR DE MAUVAIS PRONOSTIC POUR LES PATIENTS 

L’hypoxie est une caractéristique commune à tous les GB mais des disparités existent 

entre les patients. Plusieurs travaux ont montré que la sévérité et le volume de l’hypoxie 

sont corrélés à la survie des patients (Figure 19). Plus l’hypoxie est sévère et le volume 

de la région atteinte est important, moins la survie des patients est élevée (Kawai et al. 

2014; Evans et al. 2010; Spence et al. 2008). 

Pour se prémunir contre le stress induit par la diminution de la pression en oxygène, les 

cellules s’adaptent et mettent en place des mécanismes de survie qui, dans le cas de 

cellules cancéreuses, vont participer à la progression tumorale. Les études menées en 

imagerie notamment ont permis de montrer les relations complexes existant entre les 

cellules tumorales, la vascularisation et l’hypoxie (Bekaert et al. 2017). Il a été montré que, 

malgré une augmentation importante de la densité vasculaire, l’hypoxie reste très 

marquée dans la tumeur. 

B. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION HIF 

Au niveau moléculaire la réponse à l’hypoxie est dépendante du facteur induit par 

l’hypoxie (HIF pour Hypoxia Inducible Factor). Le facteur HIF est un hétérodimère 

composé d’une sous-unité α sensible à l’oxygène et d’une sous-unité β exprimée de 

manière constitutive par la cellule (également appelée ARNT pour Aryl Hydrocarbon 

Receptor Nuclear Translocator). Il existe 3 types de sous-unités α : HIF-1α, HIF-2α et HIF-

3α. Au niveau structurel, l’ensemble de ces sous-unités possède une structure basique en 

hélice-boucle-hélice (bHLH pour basic-Helix-Loop-Helix) qui permet la fixation à des 

séquences spécifiques de l’ADN, que l’on appelle éléments de réponse à l’hypoxie (HRE 

pour Hypoxia Responsive Element), un domaine PAS (pour Per-Arnt-Sim) impliqué dans 

la dimérisation et des domaines de transactivation (TAD) leur conférant leur activité 

transcriptionnelle. Toutefois, seules les sous-unités HIF-α possèdent un domaine riche en 

résidus lysines et prolines (ODDD), responsable de leur dégradation en présence d’O2 

(Masoud & Li 2015) (Figure 20). 

Figure 20 | | Structure des sous-

unités HIF. bHLH = basic-Helix-Loop-

Helix, TAD = TransActivation Domain, 

C-TAD = COOH-Terminal TAD, N-

TAD = NH2-Terminal TAD, ODDD = 

Oxygen-Dependent Degradation 

Domain, PAS = Per-Arnt-Sim. D’après 

Massoud & Li 2015. 
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1. EFFETS MOLECULAIRES D’UNE DIMINUTION DE L’OXYGENE 

L’oxygène est l’acteur majeur qui conditionne la stabilité de la sous-unité α. En présence 

d’oxygène (Figure 21A), une enzyme de la famille des PHD (Prolyl Hydroxylases Domain) 

hydroxyle la sous-unité α sur son domaine riche en proline. Ceci permet sa 

reconnaissance par la protéine de von Hippel-Lindau (pVHL) qui entraîne son 

ubiquitiniation puis sa dégradation par le protéasome. En revanche, en condition d’hypoxie 

(Figure 21B), l’enzyme PHD ne peut pas hydroxyler HIF-α qui n’est donc plus reconnue 

par pVHL et par le protéasome, entraînant sa stabilisation dans la cellule. HIF-α forme 

alors un dimère avec HIF-1β, ce qui entraîne la translocation de ce complexe dans le 

noyau de la cellule, sa fixation aux séquences HRE de ses gènes cibles et enfin l’exercice 

de son activité transcriptionnelle (Simon 2016). 

Figure 21 | Détection de 

l’oxygène par la cellule. A. La 

machinerie moléculaire 

essentielle pour la détection de 

l’oxygène par la cellule est mise 

en action lorsque l’oxygène est 

abondant : Les sous-unités HIF-

α (Hypoxia Inducible Factor α) 

sont hydroxylées sur des résidus 

proline par une famille 

d’enzymes spécifiques de HIF, 

les Prolyl Hydroxylases Domain 

(PHD), ce qui permet leur 

reconnaissance par la protéine 

de von Hippel-Lindau (pVHL) qui 

contient des complexes ubiquitin 

ligase. La sous-unité HIF-α 

hydroxylée est alors dégradée 

par le protéasome. B. Lorsque le 

niveau d’oxygène diminue, les 

enzymes PHD sont inhibées, ce 

qui permet la stabilisation de 

HIF-α, sa dimérisation avec HIF-

1β, et l’induction de la 

transcription de gènes cibles. 

Adapté de Simon 2016. 

Parmi les 3 types de sous-unités α, HIF-1α et HIF-2α sont régulées de la même manière 

et sont les plus étudiées. La sous-unité HIF-3α est à ce jour moins documentée et il semble 

que son activité soit différente des deux premières. Bien que leur régulation soit identique 

et que leur cible soit les séquences HRE, il semble également qu’il existe des différences 
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entre les sous-unités HIF-1α et HIF-2α quant à leur stabilisation en fonction du temps et 

du degré d’hypoxie. HIF-1α serait plutôt stabilisé lors d’hypoxies aigües et sévères, moins 

de 24h, alors que HIF-2α prendrait le relais lors d’hypoxie chroniques et moins sévères 

(Koh & Powis 2012). De plus, il convient de mentionner qu’il existe des différences 

importantes quant à l’implication respective de HIF-1α et HIF-2α dans l’expression de 

gènes induite par l’hypoxie selon le type cellulaire ou le tissu considéré. (Keith et al. 2011). 

2. LES GENES CIBLES DE HIF 

Comme nous l’avons vu, ces gènes ont en commun de posséder des séquences HRE 

où se fixe le facteur de transcription HIF. Ces séquences sont de la forme RCGTG (où R 

peut être A ou G) et présentes au sein des séquences régulatrices des gènes inductibles 

par l’hypoxie.  

Ces gènes sont ainsi impliqués dans de nombreux processus cellulaires, notamment la 

glycolyse pour pallier au dysfonctionnement de la phosphorylation oxydative, 

l’angiogenèse pour permettre un apport d’oxygène par le sang ou, comme nous le verrons 

plus en détails (chapitre IV.B), l’érythropoïèse (Tableau 4). De nombreux gènes cibles de 

HIF sont encore actuellement découverts.  

Tableau 4 | Exemples de gènes cibles de HIF-1α et HIF-2α. Adapté de Keith et al. 2011. 

Facteur de 

transcription 

Gène 

cible 
Fonction Type cellulaire 

HIF-1α & HIF-2α 

GLUT1 

CAIX 

ADM 

VEGF 

Transport du glucose 

Régulation du pH 

Angiogenèse 

Angiogenèse 

CSE souris & CCR 

CCR 

CCR 

CCR & Hep3B 

HIF-1α 

VEGF 

BNIP3 

HK1 

HK2 

PFK 

ALDA 

PGK1 

LDHA 

Angiogenèse 

Autophagie, apoptose 

Glycolyse 

Glycolyse 

Glycolyse 

Glycolyse 

Glycolyse 

Glycolyse 

CE et CSE souris 

CCR 

CSE souris 

CSE souris & CCR 

CSE souris & CCR 

CSE souris & CCR 

CSE souris & CCR 

CSE souris & CCR 

HIF-2α 

EPO 

OCT4 

TGFα 

CCND1 

ANG2 

Erythropoïèse, facteur de croissance 

Caractère de cellules souche 

Facteur de croissance 

Cycle cellulaire 

Remodelage des vaisseaux sanguins 

Rein et foie 

CSE souris 

CCR 

CCR 

CSE souris 
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ADM : Adrénoméduline ; ALDA : Aldolase A ; ANG2 : Angiopoïétine 2 ; BNIP3 : BCL2/Adenovirus 

E1B 19kDa Interacting Protein 3 ; CAIX : Anhydrase carbonique IX ; CCND1 : Cycline D1 ; EPO : 

Erythropoïétine ; GLUT1 : Glucose transporter 1 ; HK1/2 : Hexokinase 1/2 ; LDHA : Lactate 

déshydrogénase A ; OCT4 : Octamer-binding transcription factor 4 ; PFK : Phosphofructokinase ; 

PGK1 : Phosphoglycérate kinase 1 ; TGF-α : Transforming growth factor alpha ; VEGF : Vascular 

endothelial growth factor. 

 CSE : Cellule souche embryonnaire ; CCR : Cellule de carcinome rénal ; CE : Cellule endothéliale. 

En condition physiologique, les facteurs HIF induisent ainsi l’expression de nombreux 

gènes impliqués dans l’adaptation des cellules au stress généré par le manque d’oxygène. 

Cependant, l’expression de ces gènes par les cellules tumorales participe à leur survie et 

à leur prolifération et donc à la croissance tumorale et la résistance aux traitements. Il a 

été montré que l’expression du facteur HIF-1α est fortement augmentée dans les GB par 

rapport au tissu sain et associée à un faible pronostic pour les patients (Cao et al. 2013) 

(Figure 22). 

 

Figure 22 | L’expression de HIF-1α dans le glioblastome est associée à un faible pronostic 

pour le patient. A. Coupes histologiques de tissu sain et de glioblastome avec immunohistochimie 

dirigée contre la protéine HIF-1α (marquage brun). B. Courbe de Kaplan-Meyer représentant la 

survie des patients en fonction du niveau d’expression de HIF-1α. Adapté de Cao et al. 2013. 

C. LES CONSEQUENCES DE L’HYPOXIE : PHYSIOPATHOLOGIE 

1. A L’ECHELLE CELLULAIRE 

A travers l’expression des gènes induits par les facteurs HIF, l’hypoxie provoque de 

nombreuses adaptations dans le fonctionnement de la cellule. 

a) Les changements métaboliques induits par l’hypoxie 

La conséquence la plus fondamentale de l’activation de HIF-α est une transition du 

métabolisme énergétique de la cellule, induite par l’activation de voies de signalisation 

impliquées dans le métabolisme cellulaire et l’angiogenèse et aboutissant au final à une 
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régulation de l’apport de la consommation de l’oxygène et du glucose. L’hypoxie orchestre 

donc une adaptation au stress métabolique par l’induction de l’expression de la plupart 

des gènes connus codant pour les enzymes glycolytiques et les transporteurs du glucose 

(GLUT1 et GLUT3) ainsi que les transporteurs du lactate et les régulateurs du pH 

(MonoCarboxylate Transporters [MCT] et Anhydrases Carboniques [CA]). En parallèle, 

HIF-α limite le métabolisme oxydatif de la mitochondrie et inhibe l’entrée du pyruvate dans 

le cycle de Krebs. HIF-α augmente également l’angiogenèse et la prolifération des cellules 

endothéliales en augmentant l’expression de facteurs angiogéniques comme le VEGF-A 

ou les angiopoïétines (Figure 23) (Vartanian et al. 2014). 

 

Figure 23 | Hypoxie et adaptation métabolique. La diminution de la pression en oxygène induit 

des modifications du métabolisme par l’intermédiaire de plusieurs mécanismes. Les effets directs 

de la pression en oxygène sur le métabolisme sont représentés sur la partie haute du schéma et 

ceux qui dépendent de voies de signalisation activées par l’hypoxie sont représentés sur la partie 

basse. PHD = Prolyl-Hydroxylase Domain, mROS = mitochondrial Reactive Oxygen Species, HIF 

= Hypoxia Inducible Factor, MAX = Myc-Associated Protein X, MYC = V-Myc Avian 

Myelocytomatosis Viral Oncogene Homologue, Phosph. Ox. = Phosphorylation Oxydative. D’après 

Eales et al. 2016. 

b) Effets de l’hypoxie sur la prolifération cellulaire 

Selon le degré de sévérité de l’hypoxie, les effets sur la prolifération cellulaire ne sont 

pas identiques. Il semble qu’une hypoxie modérée favorise la prolifération cellulaire. En 
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effet, parmi les cibles de HIF se trouvent plusieurs gènes codant pour des facteurs de 

croissance comme le facteur dérivé de l’insuline (IGF), le facteur de croissance dérivé des 

plaquettes (PDGF) ou l’EPO (Mori et al. 2016; Clara et al. 2014). Au contraire, une hypoxie 

sévère entraîne une inhibition de la prolifération cellulaire (Richards et al. 2016). Le facteur 

de transcription HIF induit également l’expression des protéines p21 et p27 (Goda et al. 

2003), dont le rôle semble prépondérant lorsque la pression en O2 est critique. Ces deux 

protéines sont des inhibiteurs de la cycline D1, protéine indispensable à la progression 

dans la phase G1 du cycle cellulaire. L’hypoxie sévère induit donc une diminution de la 

prolifération alors que l’hypoxie modérée, la plus souvent observée dans les GB, est plutôt 

bénéfique pour la prolifération des cellules. 

c) Hypoxie et niches pour cellules souches 

L’hypoxie favorise l’auto-renouvèlement des CSN et des CSG in vitro (Li et al. 2009). Il 

a été montré que la régulation de la réponse à l’hypoxie dans les CSG passe par HIF-2α 

dont l’expression est augmentée par rapport aux cellules tumorales classiques. Son 

expression est également associée à un mauvais pronostic chez les patients (Li et al. 

2009). Un pourcentage élevé de cellules positives au CD133, un marqueur des cellules 

souches, a été observé dans les régions pseudo-palissadiques entourant le cœur 

nécrotique des GB. Ces régions pseudo-palissadiques étant des zones hypoxiques, elles 

semblent donc représenter des niches favorisant la survie et la résistance des CSG au 

même titre que les espaces péri-vasculaires (Figure 24) (Chen et al. 2012; Christensen 

et al. 2008). 

Figure 24 | Les niches pour cellules souches 

cancéreuses. Les niches vasculaires sont 

importantes pour la croissance des gliomes, 

probablement du fait de la sécrétion de facteurs 

dans cette niche par les cellules endothéliales, 

ainsi que du fait de l’apport de nutriments par les 

vaisseaux sanguins. Au contraire, les cellules 

souches de gliome s’infiltrent dans le tissu et 

maintiennent probablement leur caractère 

souche à travers l’activation de voies de 

signalisation dépendante de l’hypoxie. EC = 

Cellule endothéliale, PC = Péricyte, CSC = 

Cellule Souche Cancéreuse. D’après Chen et al. 

2012. 
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2. A L’ECHELLE TISSULAIRE 

a) Le gradient d’oxygène et la zone de nécrose centrale 

Malgré tous les mécanismes mis en œuvre par les cellules tumorales pour s’adapter à 

la diminution de la disponibilité en oxygène, la prolifération extrêmement rapide de ces 

cellules entraîne la création de zones d’anoxie où l’oxygène est absent ou quasi-absent. 

La privation d’oxygène prolongée induit la mort par nécrose des cellules dans ces régions, 

aboutissant à la création de foyers nécrotiques. La présence de ces régions nécrotiques 

est une caractéristique des GB. Ces zones sont entourées de zones caractérisées par 

une hyper-cellularité appelée zone de pseudo-palissade (Figure 25). En dépit de cette 

hyper-cellularité, les zones de pseudo-palissades sont formées de cellules non-

prolifératives car en état d’hypoxie sévère. L’hyper-cellularité s’explique par la présence 

de cellules ayant migré hors de la zone de nécrose pour se rapprocher d’une source 

d’oxygène (Brat et al. 2004). 

 

Figure 25 | Les foyers nécrotiques dans les glioblastomes. Mise en évidence des zones de 

pseudo-palissades et de nécroses sur des coupes histologiques de glioblastomes après marquage 

Hématoxyline/Eosine A. Zone de pseudo-palissade de petite taille (<100µm) sans foyer nécrotique. 

B. Foyer nécrotique de taille moyenne (200-400 µm) entouré d’une zone de pseudo-palissade. C. 

Foyer nécrotique de taille importante (>500 µm) entouré d’une zone de pseudo-palissade. On peut 

noter la présence de vaisseaux au centre de la zone de nécrose (en rouge). Adapté de Brat et al. 

2004. 

b) Les changements de pH extracellulaire 

Le pH extracellulaire des GB est généralement compris entre 7,2 et 6,5 (Coman et al. 

2016) et l’hypoxie joue un rôle important dans la mise en place de ce pH acide via le 

métabolisme du lactate et l’expression de la CAIX. Premièrement, suite à la fermentation 

lactique, les cellules tumorales libèrent du lactate et des protons dans le milieu 

extracellulaire, via les transporteurs MCT4, afin de maintenir leur pH intracellulaire. 

Deuxièmement, le gène de la CAIX est une cible de HIF et elle est donc surexprimée en 

condition d’hypoxie. Cette enzyme transmembranaire catalyse l’hydratation du CO2, ce 

qui aboutit à la sortie de bicarbonate et de protons de la cellule. La CAIX n’est pas 
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exprimée dans le tissu cérébral sain mais est surexprimée dans les GB (Miranda-

Gonçalves et al. 2013). Au final, ces deux mécanismes induisent l’acidification du milieu 

extracellulaire (Figure 26). 

D. LA RESISTANCE A LA RADIOTHERAPIE 

L’une des conséquences les plus importantes de l’hypoxie dans les GB concerne la 

résistance aux traitements et plus particulièrement à la RT. 

1. GENERALITES 

Afin d’éradiquer les cellules cancéreuses, le mode d’action de la RT passe par un 

ensemble de changements physiques et chimiques induits dans les tissus tumoraux par 

une transmission d’énergie par le biais d’un rayonnement ionisant. Un rayonnement 

ionisant est un rayonnement suffisamment énergétique pour arracher des électrons à la 

matière et ainsi créer une ionisation. 

De nombreux types de radiations ionisantes ont été employés pour le diagnostic médical 

ou pour des applications thérapeutiques. On peut par exemple citer les photons (rayons 

X, rayonnement γ), les électrons, les hadrons (neutrons, protons) et les ions lourds 

(carbone, hélium). Actuellement, les rayons X restent le type de rayonnement le plus 

communément utilisé, en partie du fait de leur faible coût de production. L’utilisation de 

particules plus lourdes comme les protons ou les ions carbones s’est développée car elle 

permettrait de pallier à certaines limites des rayons X. Ceci est dû au fait que ce type de 

rayonnement dépose la plus grande part de son énergie en une région spatiale 

relativement étroite appelée le pic de Bragg. L’énergie du faisceau définit la profondeur de 

celui-ci dans un tissu et peut donc être modulée, ce qui permet une plus grande précision 

pour ioniser le tissu tumoral et épargner le tissu sain. Cette approche est efficace pour le 

traitement de certains types de cancer mais est encore limitée par son coût (Kunz-

Schughart et al. 2017). 

Figure 26 | Relation entre la 

distance aux vaisseaux, le pH et la 

pression en oxygène. Valeurs de 

pH et de pO2 interstitielles moyennes 

en fonction de la distance au 

vaisseau le plus proche. Le pH et la 

pO2 deviennent significativement 

bas au-delà de 100 µm depuis le 

vaisseau le plus proche. Adapté de 

Jain & Stylianopoulos, 2016. 
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2. LES EFFETS PHYSICO-CHIMIQUES ET L’EFFET OXYGENE 

Au niveau biologique, les rayonnements ionisants vont engendrer deux types d’effets. 

Ils peuvent ioniser directement la molécule d’ADN, des lipides ou des macromolécules et 

créer des radicaux moléculaires, ce sont les effets directs. Ils peuvent également ioniser 

les molécules d’eau et provoquer la radiolyse de l’eau, créant ainsi des radicaux libres très 

réactifs et donc très cytotoxiques, ce sont les effets indirects. Ces derniers sont de loin les 

plus fréquents (Figure 27). 

 

Figure 27 | La réponse biologique de la cellule aux rayonnements ionisants. Deux types 

d’effets distincts entrent en jeu et aboutissent à des lésions moléculaires qui peuvent entraîner la 

mort de la cellule. 

L’effet des rayonnements ionisants sur les cellules passe donc majoritairement par la 

radiolyse de l’eau qui crée des espèces radicalaires. Ce sont ensuite ces espèces 

radicalaires, très réactives qui vont secondairement entraîner des dommages à la cellule. 

Lorsque la molécule d’eau est ionisée, elle se dissocie en deux radicaux libres : OH° 

(radical hydroxyle) et H° (radical hydrogène). Ces radicaux libres, très instables, vont 

chercher à s’apparier pour former une molécule plus stable. 

H° + H° → H2 

H° + OH° → H2O 

OH° + OH° → H2O2 
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Dans ce processus deux radicaux hydroxyles peuvent former du peroxyde d’oxygène 

(H2O2) qui entraîne un stress oxydatif à la cellule. En présence d’oxygène, les produits de 

la radiolyse de l’eau peuvent former d’autres espèces radicalaires et des peroxydes. 

O2 + e- → O2°- (radical superoxide) 

O2 + H° → OOH° (radical hydroperoxyde) 

OOH° + OOH+ → H2O2 + O2 

OOH° + H° → H2O2 

OOH° + R → ROOH (peroxydes) 

Cette augmentation de la production de radicaux libres en présence d’oxygène est 

connue sous le nom d’ « effet oxygène ». Ces produits secondaires de la radiolyse de 

l’eau vont ensuite attaquer les macromolécules dans la cellule, notamment l’ADN. 

3. LA RESISTANCE TUMORALE A LA RADIOTHERAPIE 

Le potentiel de l’irradiation dépend donc principalement de sa capacité à induire des 

lésions non réparables de l’ADN des cellules tumorales. Une caractéristique des cellules 

tumorales est leur tolérance aux lésions de l’ADN via l’activation de voies de signalisation 

qui favorisent la survie cellulaire telles que la voie des phosphatidylinositol-3 kinases 

(PI3K/Akt), la voie du Nuclear Factor κB (NF- κB) ou la voie des Mitogen-Activated Protein 

Kinases (MAPK). Cette caractéristique réduit l’efficacité de la RT sur les cellules 

cancéreuses.  

En plus de ces mécanismes intrinsèques, le microenvironnement de la cellule tumorale 

joue aussi un rôle important dans la réponse à la RT. Le niveau d’oxygène intra-tumoral 

est l’un des facteurs les plus importants. Comme nous l’avons vu précédemment, la 

distribution de l’oxygène est très inégale au sein de la tumeur à cause de la vascularisation 

désorganisée, perméable, fragile et peu fonctionnelle. Les cellules cancéreuses résidant 

dans ces zones hypoxiques sont protégées des lésions à l’ADN induites par les radiations 

ionisantes à la fois en raison d’une génération moindre d’espèces radicalaires et de 

l’activation de mécanismes de survie induits par la régulation de HIF-1α (Figure 28). Ainsi 
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lorsque la ptO2 est inférieure à 5 

mmHg, l’efficacité de la RT sur les 

cellules tumorales diminue de 2,5 

à 3 fois (Wilson & Hay 2011). Cet 

effet est appelé Oxygen 

Enhancement Ratio (OER) et 

correspond au rapport entre la 

dose à déposer en normoxie et 

celle à déposer en hypoxie pour 

avoir un effet thérapeutique 

équivalent. 

4. LES APPROCHES DE RADIO-

SENSIBILISATION 

Devant l’échec de la RT vis-à-

vis de certains types de cancers, 

notamment les GB, de 

nombreuses stratégies de radio-

sensibilisation ont été développées. Ces stratégies ont pour but d’essayer d’améliorer 

l’efficacité de la RT au sein de la tumeur afin de préserver le tissu sain tout en augmentant 

la dose locale de RT dans les cancers. Parmi ces stratégies, comme par exemple celles 

utilisant des inhibiteurs des voies de signalisation impliquées dans la réparation des 

lésions de l’ADN (Kievit et al. 2017), beaucoup ont fait ou font actuellement l’objet d’essais 

cliniques (Kunz-Schughart et al. 2017). Nous allons détailler deux de ces approches parmi 

les plus étudiées dans le cadre des GB. 

a) L’augmentation locale de la dose 

Une première approche utilisée pour améliorer l’efficacité de la RT consiste à apporter 

spécifiquement au sein de la tumeur des composés susceptibles d’augmenter localement 

la dose de RT. Ceci permet d’avoir un effet biologique plus important au sein de la tumeur 

tout en épargnant le tissu sain et sans augmenter la dose globale envoyée sur le patient. 

L’une des méthodes utilisées pour augmenter localement la dose de RT consiste à 

combiner les rayons X avec une exposition à des nanoparticules métalliques contenant 

des atomes avec un numéro atomique Z élevé. Cette approche, connue depuis plus de 

10 ans (Mehta et al. 2003) est basée sur l’interaction des photons de basse énergie avec 

ces éléments (Berbeco et al. 2011). Au cours de cette interaction, les photons sont 

Figure 28 | L’effet des rayonnements ionisants est 

dépendant de l’oxygène. Représentation schématique de 

la dépendance à la quantité d’oxygène des rayonnements 

ionisants. La courbe est basée sur des études de 

clonogénicité après irradiation à différents niveaux 

d’oxygène. Le niveau d’expression de HIF et la captation 

d’EF5, marqueur de l’hypoxie, sont également représentés 

parallèlement. Adapté de Wilson & Hay 2011. 
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absorbés par les nanoparticules qui relâchent par 

la suite des photoélectrons et des électrons Auger 

(Figure 29), ce qui conduit à une augmentation 

locale de la dose et la création d’espèces 

radicalaires, lésant les cellules avoisinantes 

(Sicard-Roselli et al. 2014). 

Plusieurs études ont ainsi étudié l’intérêt 

d’utiliser des nanoparticules comportant des 

atomes d’or pour augmenter l’efficacité de la RT 

sur les GB. Il a ainsi été montré qu’une irradiation 

de cellules de GB en présence d’atomes d’or 

permettait d’augmenter par 2 le nombre de 

lésions à l’ADN (Sun et al. 2016). 

Récemment des nanoparticules porteuses 

d’atomes de gadolinium ont été mises au point et 

ont montré des résultats prometteurs dans des 

études précliniques sur des modèles de tumeurs 

cérébrales (Kotb et al. 2016). Ces particules de 

taille nanométrique, nommées AGulX®, sont 

porteuses d’atomes de gadolinium (Figure 

30A&B). In vitro, il a été montré qu’elles 

permettent d’augmenter le nombre de lésions à 

l’ADN à dose d’irradiation équivalente (Figure 

30C). In vivo, il a été montré qu’elles s’accumulent 

spécifiquement dans la tumeur, la présence de 

gadolinium, agent de contraste T1 étant utile pour 

le diagnostic des GB (Figure 30D). Enfin la survie 

des animaux ayant été irradiés après injection d’AGulX® est augmentée par rapport à 

ceux n’en ayant pas reçus (Figure 30E) (Kotb et al. 2016). Ce type de molécule permettant 

à la fois de diagnostiquer les tumeurs, de par la présence d’agent de contraste T1, et de 

les traiter est appelé agent théranostique. Dans le cas des radio-sensibilisants, on parle 

même de médicament activable puisqu’ils exercent leur effet délétère sur les cellules 

uniquement en présence de rayonnements. Un essai clinique de phase I réalisée avec 

cette nanoparticule est en cours dans le cadre du traitement de métastases cérébrales 

(Identifiant : NCT02820454). 

Figure 29 | L’effet Auger. A. Un électron 

ou un photon incident transmet son 

énergie à un électron d’une couche 

interne, alors appelé photoélectron, qui 

est éjecté. B. Un électron d’une couche 

externe vient remplir le trou laissé par le 

photoélectron et ce faisant il perd de 

l’énergie. Cette énergie de transition est 

soit émise sous forme de rayons X, soit 

transmise à un électron d’une couche 

encore plus externe qui est émis. Au final 

il y a donc 2 électrons émis par l’atome : 

un photoélectron et un électron Auger. 
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Figure 30 | Un outil théranostique pour les tumeurs cérébrales : l’exemple des AgulX®. A. 

Représentation de la nanoparticule AgulX®. B. Mesure de son diamètre hydrodynamique. C. 

Immunocytochimie révélant la présence de foci γ-H2AX (vert), marqueur des cassures double-brin 

de l’ADN, et le noyau des cellules (bleu). D. Images IRM T1-w du cerveau de souris porteuses de 

tumeurs B16F10 avant et après injection d’AgulX®. La présence de ces agents de contraste T1 est 

indiquée par la flèche. E. Courbe de survie de souris porteuses de tumeurs sans traitement, avec 

traitement aux RX seuls ou avec traitements aux RX avec AgulX®. Adapté de Kobt et al. 2016. 
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Les résultats obtenus avec ces nanoparticules montrent le potentiel de ces stratégies 

de radio-sensibilisation pour le traitement des gliomes. Cependant, ce ne sont pas les 

seules stratégies qui ont été développées pour améliorer l’efficacité de la RT.  

b) Stratégies de réoxygénation gazeuse  

Pour augmenter la quantité d’oxygène intra-tumorale, des stratégies basées sur 

l’utilisation de gaz ont également été proposées. A titre d’exemple, l’oxygénothérapie 

hyperbare a été expérimentée. Elle consiste à faire inhaler aux patients de l’oxygène pur 

sous pression (entre 2 et 4 atmosphères), notamment pendant la RT. Les premiers 

résultats obtenus dans les années 80 ont été encourageants, l’oxygénothérapie hyperbare 

permet un contrôle de la tumeur (Dische et al. 1983) mais les difficultés de mise en place 

de la technique, notamment des chambres hyperbares, ont eu raison d’un essai à plus 

grande échelle. 

L’inhalation de carbogène, un mélange de 95% d’O2 avec 5% de CO2, a également été 

évaluée. Le CO2 étant un puissant agent vasodilatateur, la stratégie est d’augmenter la 

disponibilité en oxygène dans le sang ainsi que le débit sanguin dans la tumeur. Cette 

approche a montré de bons résultats dans un certain nombre de modèles de tumeurs 

solides (Ljungkvist et al. 2000). Devant ces résultats prometteurs avec le carbogène, une 

étude multicentrique intitulée ARCON (Accelerated Radiotherapy with Carbogen and 

Nicotinamide) a été lancée dans les années 90. Le but de l’étude était de tester l’efficacité 

du carbogène, couplé ou non à du nicotinamide, pour améliorer les effets de la RT dans 

le cadre de patients présentant des tumeurs hypoxiques (cancers du sein, cancers « tête 

et cou », tumeurs cérébrales de haut grade). L’objectif de cette étude était de réoxygéner 

les tumeurs en agissant à la fois sur le débit sanguin et sur l’apport en oxygène pour 

augmenter l’effet oxygène durant la RT puis d’inhiber les mécanismes de réparation de 

l’ADN avec le nicotinamide (Kaanders et al. 2002).  

Cette approche s’est avérée efficace pour contrôler la progression tumorale des patients 

atteints de cancers « tête et cou » et s’est reflétée par une augmentation de la survie 

globale. Cependant, pour les patients atteints de tumeurs cérébrales de haut grade, 

l’étude a montré que l’inhalation de carbogène au moment de la RT n’améliore pas la 

survie des patients (Miralbell et al. 1999) par rapport à une population de référence ne 

recevant que de la RT (Figure 31). 

Depuis la fin des années 90, les avancées réalisées dans le domaine de la mesure de 

l’oxygénation tissulaire ont permis d’avancer des explications quant à l’échec de cette 

stratégie de réoxygénation des GB. Il a ainsi été montré que l’efficacité du carbogène pour 

réoxygéner la tumeur semble être dépendante du volume tumoral (Hou et al. 2012). Dans 
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les premiers stades de 

développement, le 

carbogène est efficace 

pour augmenter la pO2 à la 

fois dans le tissu tumoral et 

le tissu controlatéral. 

Cependant, rapidement le 

carbogène échoue à 

réoxygéner le tissu tumoral 

(Figure 32A). Ce résultat a 

récemment été confirmé 

au sein du laboratoire dans 

un autre modèle de GB, le 

modèle U251, en utilisant l’IRM qBOLD (Chakhoyan et al. 2016). Cette étude a permis de 

montrer que le carbogène permet d’augmenter le volume sanguin et l’oxygénation du tissu 

sain mais que cette augmentation est beaucoup plus limitée dans le tissu tumoral (Figure 

32B). Ceci a été interprété comme un phénomène de vol hémodynamique et non comme 

une dysfonction de la vascularisation tumorale puisque des approches d’imagerie 

dynamique ont permis de montrer que dès lors que le challenge en CO2 est arrêté, le 

volume sanguin diminue dans le tissu sain et augmente dans la tumeur avant de 

rapidement revenir à la ligne basale. Ceci montre que le sang est restitué du tissu sain 

vers la tumeur dans laquelle les vaisseaux sont dilatés, puis que ceux-ci reviennent à leur 

diamètre initial (Figure 32C). 

Figure 32 | L’inhalation de carbogène a une efficacité limitée pour réoxygéner le 

glioblastome. A. Evolution de la pO2 tissulaire d’un gliome (modèle F98) et du tissu controlatéral 

mesurée à l’aide de sondes oxymétriques pendant 30 min d’inhalation de 30% d’O2 puis de 

carbogène. Adapté de Hou et al. 2012. B. Estimation par IRM de l’évolution du volume sanguin et 

de l’oxygénation tissulaire dans le tissu sain et dans la tumeur chez un rat après inhalation de 

carbogène. C. Evaluation dynamique de la réponse au carbogène. Le rectangle pointillé représente 

l’inhalation de carbogène. Adapté de Chakhoyan et al. 2016. 

Figure 31 | Courbe de survie des patients atteints de 

glioblastome dans l’étude ARCON. Adapté de Mirabell et al. 

1999. 
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Les résultats de ces deux études peuvent expliquer l’échec de l’étude ARCON à 

améliorer la survie des patients par une inaptitude du carbogène à induire une 

réoxygénation tumorale au profit du tissu cérébral sain. Pour contourner ce problème, des 

méthodes de réoxygénation ciblées sont en développement, notamment par l’utilisation 

de vecteurs. Ces stratégies, très originales, récemment discutées dans la littérature 

soulèvent cependant des questions. Dans le cas des tumeurs cérébrales, et malgré la 

présence de l’effet EPR, la taille des vecteurs utilisés est une limite. Les stratégies basées 

sur l’utilisation de nanoparticules semblent être à ce titre d’un grand intérêt. Ces stratégies 

sont présentées plus en détails dans le chapitre suivant. 

I I I .  S T R A T E G I E S  D E  V E C T O R I S A T I O N  P A S S I V E  

A. LES NANOPARTICULES POUR LE TRAITEMENT DES CANCERS 

1. DEFINITIONS DES NANOPARTICULES 

Les nanoparticules (NP) sont définies comme des objets dont au moins une des 

dimensions a une taille comprise entre 1 et 100 nm. Cela comprend donc à la fois les 

particules dont les trois dimensions sont à l’échelle nanométrique comme les fullerènes, 

mais aussi celles dont seulement deux dimensions le sont comme les nanotubes et 

également celles dont une seule dimension l’est comme le graphène (Figure 33). 

 

Figure 33 | Des exemples de nanoparticules à base de carbone. A. Fullerène. B. Nanotube de 

carbone. C. Graphène. 
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2. LES PROPRIETES DES NANOPARTICULES 

Selon sa composition, chaque NP possède 

des propriétés propres gouvernant sa forme, sa 

taille, sa charge, etc. qui influencent grandement 

son interaction avec les systèmes biologiques. 

Ces caractéristiques sont résumées dans la 

Figure 34. 

a) La taille 

La taille des NP joue un rôle important sur leur 

interaction avec les cellules vivantes. Elle 

influence l’efficacité d’absorption par les cellules, 

la voie d’internalisation, la localisation 

intracellulaire et leur toxicité. Cependant, du fait 

de la variété des nanoparticules et des systèmes 

biologiques, il est très difficile de corréler une 

réponse cellulaire particulière avec une taille 

donnée de NP, mais il existe tout de même des tendances générales. 

Il y a une taille optimale pour une endocytose efficace des NP, indépendante de leur 

composition. Cette taille critique peut varier en fonction des types cellulaires et des 

propriétés de surface des NP. De plus, les petites NP ont une probabilité plus grande 

d’être internalisées par absorption passive que les grandes NP (Figure 35). Enfin, à 

conditions identiques, les petites NP sont plus susceptibles d’être cytotoxiques (Shang et 

al. 2014). 

 

 

Figure 35 | Endocytose de nanoparticules. A. Internalisation de Quantum Dots (8 nm) par des 

cellules HeLa. Adapté de Jiang et al. 2010 ACS Nano. B. Internalisation de nanoparticules de 

polystyrène (100 nm) par des cellules souches mésenchymateuses. Adapté de Jiang et al. 2010 

Biomacromolecules. 

Figure 34 | Les principales propriétés 

des nanoparticules influençant leur 

biodistribution, leur élimination et leur 

ciblage. Adapté de Baetke et al. 2015 et 

Collet et al. 2015. 
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Parmi tous les paramètres, la taille des NP est celui qui joue le rôle le plus important 

pour l’effet EPR. Premièrement, seules les NP ayant une taille inférieure aux espaces 

entre les cellules endothéliales formant les vaisseaux tumoraux (environ 800 nm au 

maximum) peuvent extravaser. Cependant, les NP avec une taille supérieure à 200 nm 

sont rapidement éliminées du sang par la rate. Une fois que les NP sont sorties des 

vaisseaux, leur diffusion dans le tissu est également très dépendante de leur taille. Pour 

les NP avec une taille relativement faible, qui diffusent assez facilement, un équilibre entre 

l’extravasation et le retour dans le sang peut rapidement s’établir (Sun et al. 2014). De 

manière générale, les NP ayant une taille supérieure à 30 nm montrent une meilleure 

rétention dans les tissus et déplacent l’équilibre vers l’extravasation et donc la rétention 

dans le tissu. En conclusion, les NP ayant une taille comprise entre 30 et 200 nm semblent 

optimales pour bénéficier de l’effet EPR (Jain & Stylianopoulos 2010). 

b) La forme 

La forme des NP joue également un rôle dans l’effet EPR. Il a été montré que les NP 

de forme sphérique (isotrope) tendent à adopter un modèle de flux laminaire dans la 

circulation sanguine et que seules ces NP qui se déplacent près de la surface des 

vaisseaux peuvent extravaser dans la tumeur (Ferrari 2005; P. Decuzzi et al. 2005). Au 

contraire, les NP en forme de tubes sont moins stables d’un point de vue hydrodynamique 

et peuvent avoir du mal à suivre le flux et adopter un modèle plus turbulent lorsqu’elles se 

déplacent dans la circulation sanguine (Decuzzi et al. 2009). 

c) La charge de surface et le potentiel zêta 

La charge de surface des NP joue également un rôle dans leurs interactions avec les 

systèmes biologiques et influence notamment grandement les interactions avec les 

protéines. La surface des NP en contact avec un milieu biologique est en échange 

dynamique constant avec les biomolécules comme les protéines et les lipides. Ces 

molécules en interaction avec la surface forment la couronne des NP et la charge de 

surface de la NP joue un rôle important dans la composition de cette couronne. La nature 

de cette couronne, plus précisément l’identité et le temps de vie des protéines à la surface 

des NP affecte la manière dont les cellules interagissent, reconnaissent et traitent les NP 

(Lynch et al. 2009). A titre d’exemple, les NP cationiques, avec une charge de surface 

positive sont considérées plus toxiques que les NP neutres ou négatives, probablement à 

cause d’une forte affinité pour la membrane plasmique chargée négativement (Shang et 

al. 2014). 
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Une étude s’est intéressée à l’influence 

de la charge sur la composition de la 

couronne de protéine. Les auteurs ont 

montré que les NP neutres ou chargées 

négativement adsorbent plus de 

protéines du sérum ce qui résulte en un 

temps de circulation dans le sang plus 

long que les NP chargées positivement. 

Ils ont également montré que les 

protéines sont plus fortement liées aux 

NP chargées négativement qu’à celles 

chargées positivement ou neutres 

(Sakulkhu et al. 2014).  

Dans le cadre des suspensions 

colloïdes comme les NP, la mesure qui 

est généralement la plus pertinente est 

celle du potentiel ζ (zêta). Le potentiel ζ représente la charge électrique d’une particule en 

suspension, qui est donnée par les ions qui l’entourent, eux-même attirés par la NP selon 

sa charge de surface (Figure 36). Le potentiel zêta est donc à la fois dépendant de la 

charge de surface, qui est une propriété intrinsèque d’une NP, mais également de la 

composition ionique du milieu de dispersion. C’est un indicateur de la stabilité d’une 

suspension colloïdale. Plus le potentiel ζ est fort (positif ou négatif) plus les forces de 

répulsion entre NP sont importantes et donc moins elles ont tendance à s’agglomérer. 

d) Les ligands de surface 

La taille des NP détermine leur capacité à être utilisée pour un ciblage passif. 

Cependant les NP peuvent également être utilisées pour du ciblage actif, via les ligands 

de surface. Pour utiliser au mieux les propriétés biochimiques des cellules cibles comme 

les cellules tumorales, ces ligands, qui peuvent être des petites molécules, des peptides, 

des anticorps, des fragments d’anticorps ou des acides nucléiques peuvent être ajoutés à 

la surface des NP pour améliorer leur efficacité de ciblage. Ce mode de ciblage nécessite 

une reconnaissance et implique de ce fait la fixation d’un ligand sur son récepteur, ce qui 

permet à la NP de se fixer spécifiquement et fortement à la surface d’un type cellulaire 

particulier. Cette stratégie a été testée avec succès in vitro et in vivo (Marega et al. 2016; 

Kirpotin et al. 2006). 

Figure 36 | Potentiel ζ des nanoparticules. Le 

potentiel zêta représente la charge d'une 

particule au niveau du plan de cisaillement. 

C’est la différence de potentiel entre le milieu de 

dispersion et la couche de fluide stationnaire 

attachée à la particule dispersée. 
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Dans le cadre des cancers, l’amélioration de l’accumulation des NP dans les tumeurs 

par cette méthode n’est cependant pas encore claire. Il est plutôt admis que l’accumulation 

des NP est dépendante en priorité du ciblage passif, qui est lui-même dépendant du temps 

et requiert un long temps de circulation (Pirollo & Chang 2008; Farokhzad & Langer 2009). 

La rétention et l’absorption des NP par les cellules tumorales peuvent effectivement être 

augmentées par endocytose dépendante de l’activation d’un récepteur mais seulement 

après que les NP aient quitté la vascularisation (Kirpotin et al. 2006). Ensuite, la densité 

de ligands présents à la surface doit être bien équilibrée pour optimiser la balance entre 

la pénétration dans la tumeur et l’affinité pour la cible (Sun et al. 2014). Des liposomes 

vecteurs de chimiothérapies et ciblant le récepteur à la transferrine ont par exemple été 

utilisés dans le cadre d’essai clinique de phase II sur des cancers gastriques et de 

l’œsophage. Des NP sur lesquelles ont été ajoutées des molécules de polyéthylène glycol, 

et ciblant la Glutamate Carboxypeptidase II ont été utilisées dans le cadre d’essai clinique 

de phase II sur différents types de tumeurs solides dont des cancers de la prostate 

(Chiarelli et al. 2015). Dans le cadre des gliomes, des immunoliposomes possédant des 

anticorps dirigés contre ce récepteur et contre le récepteur à l’insuline ont été utilisés sur 

des modèles de xénogreffes de cellules U87-MG chez des souris (Mamot et al. 2005). Sur 

ce même modèle, le ciblage du récepteur à l’EGFR par les NP permettrait d’augmenter 

l’efficacité de la chimiothérapie encapsulée (Chiarelli et al. 2015). 

Comme nous l’avons vu, toutes ces propriétés influencent l’interaction des NP avec les 

systèmes biologiques. Ces principales interactions sont résumées dans la Figure 37. 
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Figure 37 | Les propriétés des nanoparticules influencent leurs effets biologiques. Le 

Potentiel ζ, la taille et l’hydrophobicité des nanoparticules peuvent affecter leur cytotoxicité, leur 

reconnaissance par le système réticulo-endothélial, leur élimination et l’effet EPR. Adapté de Sun 

et al. 2014 

3. LES DIFFERENTS TYPES DE NANOPARTICULES 

Grâce à leurs propriétés, les NP sont dorénavant utilisées dans de nombreuses 

applications, du stockage d’énergie aux produits du quotidien et dans le domaine médical 

(Zazo et al. 2016). Ces NP peuvent être classées selon les caractéristiques de la matrice 

qui les forme. 

a) Les nanoparticules organiques 

Les NP organiques représentent le type de NP le plus étudié et regroupent les 

liposomes, formés d’une bicouche phospholipidique (Figure 38A), les NP polymériques 

formés d’une matrice de polymères qui peuvent être naturels ou synthétiques (Figure 

38E), les micelles formées d’une seule couche de polymères ou de phospholipides avec 

une tête hydrophile et une queue hydrophobe (Figure 38B), les dendrimères formés de 

monomères ou d’oligomères organisés en une structure arborescente, largement utilisés 

dans le domaine de l’imagerie médicale (Ghobril et al. 2012) (Figure 38C) et les NP 

lipidiques solides, formées de lipides solides à température corporelle. Ils représentent les 

deux tiers des systèmes approuvés pour un usage thérapeutique chez l’humain (Schütz 

et al. 2013). Leur principal avantage est qu’elles sont généralement biodégradables et 

offrent une bonne biocompatibilité. Les composés produits lors de leur dégradation sont 



INTRODUCTION - Stratégies de vectorisation passive 

59 

souvent bien tolérés et facilement métabolisés. De ce fait, elles sont associées à une 

toxicité systémique minimale. Un autre avantage à leur utilisation est qu’elles peuvent 

transporter des composés hydrophiles ou hydrophobes. Cependant, elles ont certains 

désavantages comme une capacité de transport assez faible et une tendance à la perte 

des molécules transportées pendant le stockage. De plus, même si les NP polymériques 

et les NP lipidiques solides ont une meilleur stabilité physique et chimique, ce type de NP 

est souvent instable et leur caractéristique à la fois hydrophile/hydrophobe favorise leur 

dégradation rapide (Zazo et al. 2016). 

 

Figure 38 | Exemples de nanoparticules. Schéma représentant un liposome (A), une micelle (B), 

un dendrimère (C), une nanoparticule métallique (D) et une nanoparticule polymérique (E) en haut 

et des images acquises en microscopie électronique en bas. Adapté de Glaser et al. 2017; Mouro-

Chanteloup et al. 2010; Chen et al. 2015; Liu et al. 2016; Awala et al. 2015; Hu et al. 2011. 

b) Les nanoparticules inorganiques 

Elles sont constituées de différents oxydes inorganiques et peuvent avoir différentes 

tailles, formes, solubilité et stabilité (Figure 38D). Comparées aux NP organiques, ces NP 

peuvent être de taille inférieure, entre 1 et 100 nm, et leur capacité de transport est 

généralement supérieure (Mahajan et al. 2012). Cependant, ce groupe de NP n’est pas 

homogène et elles peuvent présenter des problèmes d’agrégation, de métabolisation, et 

d’accumulation. Elles peuvent également induire des réactions toxiques. Leur interaction 

avec des protéines peut induire des effets délétères sur des organes comme le foie ou la 

peau et également au niveau des érythrocytes (Arvizo et al. 2012). Le relargage d’ions 

toxiques et la stimulation de la production d’espèces radicalaires et de cytokines 

inflammatoires peut produire des réactions immunotoxiques, cytotoxiques ou 

génotoxiques (Schrand et al. 2010). De plus, elles peuvent également induire des effets 

toxiques plus chroniques au niveau des reins, du foie ou des poumons via leur 
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accumulation dans ces tissus (Arvizo et al. 2012). Malgré cela, plusieurs études in vivo 

ont montré une absence d’effet toxique apparent de la part de certaines de ces NP. De 

plus, ces effets toxiques pourraient être réduits en modifiant la composition chimique ainsi 

que la charge de surface de la NP ou en réduisant les concentrations utilisées (Schrand 

et al. 2010). 

Des NP à base de platine, d’aluminium, de zinc, de titane, de palladium, de fer ou de 

cuivre ont ainsi été développées. Elles sont utilisées en tant que vecteur de thérapie, pour 

leurs propriétés anti-microbienne ainsi que pour leurs propriétés magnétiques. Le silicium 

est le matériau le plus utilisé du fait de sa biocompatibilité, de sa synthèse aisée et sa 

capacité à être facilement modifiée. Ces NP à base de silicium ont une aire de surface 

importante avec une structure poreuse de taille et de forme variables. L’avantage principal 

de ce type de NP est qu’elles peuvent transporter des quantités importantes de molécules. 

Les NP à base d’oxyde de fer (SPION) ont été également développées pour des 

applications en imagerie, du fait de leurs propriétés magnétiques. On peut citer également 

les Quantum dots, des nanocristaux avec un cœur ou une enveloppe fait de matériaux 

semi-conducteurs comme le cadmium ou le zinc. Ces NP ont des propriétés optiques 

uniques qui permettent de les détecter et de les suivre notamment par fluorescence, mais 

la présence de métaux lourds dans leur composition limite leur utilisation (Zazo et al. 

2016). Enfin, les plus étudiées sont les NP à base d’or et d’argent. Les NP à base d’or 

sont principalement utilisées pour la vectorisation de molécules ou en tant que radio-

sensibilisants (voir chapitre II.D.4.a)). Les NP à base d’argent sont, quant à elles, surtout 

utilisées pour leurs propriétés antibactériennes. Elles sont détaillées dans la partie 4 de 

ce chapitre. 

c) Autres nanoparticules 

D’autres nano-systèmes sont actuellement en développement. Les nanotechnologies 

les plus étudiées sont sans doute celles impliquant des nanostructures de carbones 

comme les nanotubes. Un autre nano-système récemment mis au point concerne les 

nano-bulles. Ce sont des colloïdes renfermant un gaz encapsulé par une membrane de 

polymères, de protéines ou de surfactant. La libération du gaz est activée par ultrasons. 

Ces systèmes sont prometteurs pour des utilisations théranostiques ou dans le cadre de 

thérapie ciblée (Zazo et al. 2016). 

4. LES NANOPARTICULES D’ARGENT 

Grâce à leurs propriétés anti-microbiennes, les nanoparticules d’argent (Ag-NP) sont 

parmi les plus utilisées car il a été montré qu’elles ont une efficacité contre les bactéries, 
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les virus et d’autres micro-organismes eucaryotes. Cependant, des doutes existent quant 

à leur innocuité et ces NP pourraient être à l’origine d’effets délétères dans les poumons, 

le système cardiovasculaire et le SNC (Ge et al. 2014). Ceci pose des questions, puisque 

qu’un rapport du CNRS de 2008 montrait que 500 tonnes de Ag-NP sont produites par an 

dans le monde (Gaffet 2011). 

Concernant les effets sur le SNC, des travaux réalisés sur des cultures primaires de 

neurones et d’astrocytes ont montré que les Ag-NP ont un effet cytotoxique important, 

dépendant de leur taille, et passant par l’induction d’un stress oxydatif (Haase et al. 2012). 

Il semble également que les Ag-NP aient un effet sur la dynamique des neurites dans les 

cellules souches neurales via des interactions avec le cytosquelette (Cooper & Spitzer 

2015). Au niveau cellulaire, il a été montré que les Ag-NP interagissent avec de 

nombreuses protéines cytosoliques, induisent l’expression de médiateurs de 

l’inflammation ainsi qu’un stress calcique ou oxydatif (Asharani et al. 2012). 

5. NANOPARTICULES ET CANCER 

Les premières NP utilisées pour délivrer des chimiothérapies ont été les liposomes. 

Nous l’avons vu, les liposomes sont généralement de taille nanométrique et consistent en 

une bicouche lipidique renfermant un cœur aqueux qui contient la molécule thérapeutique. 

L’une des premières applications des liposomes a été leur utilisation pour diminuer la 

toxicité de la doxorubicine, un médicament anticancéreux mais présentant une toxicité au 

niveau cardiaque. L’encapsulation de cette drogue dans des liposomes s’est révélée 

efficace et sûre dans des études cliniques sur des cancers ovariens et du sein. Le Doxil®, 

la forme de la doxorubicine liposomale comprenant du polyéthylène glycol, a montré une 

amélioration de la pharmacocinétique par sa propriété à échapper au système réticulo-

endothélial (RES) une barrière importante pour la circulation systémique des NP. Le 

polyéthylène glycol est utilisé pour de nombreuses NP car il augmente la stabilité 

colloïdale et réduit la capture par le RES en empêchant les protéines du sérum d’adhérer 

à la surface de la NP, prolongeant ainsi le temps de circulation dans le sang. Une 

circulation longue est nécessaire pour une délivrance efficace des NP sur le site tumoral 

(Banerjee & Sengupta 2011). 

Depuis, le développement de stratégies pour le traitement du cancer à base de NP est 

en plein essor et de nombreux types de NP avec des caractéristiques propres ont été mis 

au point et sont en cours d’étude. 
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6. LES STRATEGIES DE REOXYGENATION PAR LES NANOPARTICULES 

Réduire l’hypoxie est un point crucial dans la gestion des tumeurs en général et des GB 

en particulier. C’est pourquoi de nombreuses études se sont attachées à mettre au point 

des procédés permettant un apport important d’oxygène surpassant la capacité de 

transport de l’hémoglobine. Comme nous l’avons vu précédemment, les stratégies basées 

sur l’inhalation de gaz hyperoxiques se sont révélées peu concluantes dans le cas des 

GB. D’autres stratégies ont donc été développées et parmi celles-ci beaucoup se sont 

basées sur l’utilisation de NP. 

Pour utiliser des NP dans le cadre de stratégies de réoxygénation, la première difficulté 

à surmonter est celle de l’accès à la tumeur. Plusieurs stratégies ont été utilisées pour 

améliorer l’efficacité de ciblage des NP. Pour une meilleure pénétration dans le tissu, il a 

été proposé d’utiliser des NP possédant de la collagénase, une enzyme de dégradation 

de la MEC. Les auteurs ont montré que cette approche permet de multiplier par 4 le 

nombre de NP capables de pénétrer dans un modèle de sphéroïdes tumorales multi-

cellulaires (Goodman et al. 2007). Dans le même esprit, des NP ont été développées 

ciblant l’acide hyaluronique ou son récepteur le CD44, un constituant de la matrice 

fortement exprimé dans les GB (Dreaden et al. 2014). D’autres NP ont été développées 

pour pouvoir être dégradées par les métallo-protéases de la MEC, passant de NP de la 

taille de l’ordre de 100 nm à des NP de 10 nm plus diffusible dans la tumeur (Wong et al. 

2011). Enfin, une autre stratégie est d’utiliser un système de « cheval de Troie » en 

incorporant les NP dans des cellules naturellement attirées par les régions hypoxiques de 

la tumeur comme les TAM (Huang et al. 2015) ou les cellules souches neurales (Mooney 

et al. 2014). L’intérêt de cette stratégie est de pouvoir cibler des zones peu ou pas 

vascularisées. Il a ainsi été montré par exemple que les macrophages de type M2 migrent 

préférentiellement vers les zones hypoxiques de la tumeur (Leblond et al. 2016). 

Lorsque les NP ont atteint leur cible, le but est de corriger l’hypoxie du 

microenvironnement tumoral. Plusieurs stratégies ont également été développées, 

notamment l’utilisation de NP possédant du dioxyde de manganèse (MnO2) à leur surface. 

Le MnO2 réagit avec les protons H+ et le peroxyde d’hydrogène (H2O2), très présents dans 

le microenvironnement acide de la tumeur, pour former de l’O2 et des ions Mn2+ (Chen et 

al. 2016). D’autres travaux ont exploré le potentiel de l’hémoglobine d’arénicole, un vers 

marin, nommé HEMOXYCarrier®. Cette hémoglobine géante peut porter jusqu’à 156 

molécules d’O2 et ces travaux ont montré qu’elle permettait de réduire l’hypoxie dans des 

modèles de tumeurs sous-cutanées (Le Gall et al. 2014). Cependant, elles ne permettent 

de transporter que de l’oxygène et non un autre gaz médical comme par exemple le 

carbogène. Une autre équipe a mis au point des microcapsules avec une fine enveloppe 
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contenant des pores. Ces capsules sont remplies d’oxygène et les pores de l’enveloppe 

permettent une diffusion passive de l’oxygène vers l’extérieur lorsqu’un gradient 

d’oxygénation existe entre l’intérieur et l’extérieur de la particule (Seekell et al. 2016). Ces 

microcapsules n’ont pas été testées dans le cadre de modèles tumoraux pour le moment 

mais suscitent un réel enthousiasme, bien que leur taille micrométrique puisse se révéler 

problématique pour cette application (Span et al. 2016; Kheir & Polizzotti 2016). 

7. LA NANOPARTICULE IDEALE POUR LE TRAITEMENT DES CANCERS 

Pour résumer, à la lumière des travaux effectués dans le domaine des NP pour le 

traitement des cancers, Chiarelli et al. ont donné leur représentation d’une NP idéale, 

possédant toutes les caractéristiques nécessaires au ciblage et au traitement des cancers. 

Cette NP idéale permettrait notamment un usage théranostique, c’est-à-dire une utilisation 

à la fois pour le diagnostic et la thérapie (Figure 39). Pour le moment une telle NP 

n’existe pas. Cependant, nous allons maintenant décrire une classe de matériaux, les 

zéolithes, qui pourraient s’en approcher, puisqu’elles possèdent la plupart des propriétés 

décrites sur cette figure. 

 

Figure 39 | Conceptualisation d’une nanoparticule idéale. Un cœur métallique est utilisé en tant 

qu’agent de contraste et radio-sensibilisant, alors que l’enveloppe permet une biocompatibilité et 

fourni des sites fonctionnels pour y attacher des molécules, des acides nucléiques, des 

chimiothérapies ou des marqueurs optiques. Adapté de Chiarelli et al. 2015. 
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B. LES ZEOLITHES 

1. INTRODUCTION AUX ZEOLITHES 

En 1756, le Baron Crônstedt, un minéralogiste 

suédois, découvre un minéral appartenant à une 

nouvelle classe de matériau. Il observe que ce 

minéral perd de l’eau sous l’effet de la chaleur et 

baptise ce nouveau minéral « zéolithe », du grec 

ζέω (zeô) ou ζεῖν (zein) : « bouillir » et λίθος (lithos) 

: « la pierre ». Depuis la première observation du 

Baron Crônstedt, de nombreux types de zéolithes 

ont été découverts et comptent parmi les 

minéraux les plus abondants sur terre. A ce jour, 

près de 200 zéolithes différentes sont connues, 

dont une quarantaine de naturelles (Figure 40). 

Les zéolithes naturelles se sont formées en 

plusieurs dizaines de milliers d’années à partir de 

cendres volcaniques qui se sont déposées dans 

des eaux salées. Sous les effets conjugués du 

temps et du milieu alcalin, les cendres ont 

cristallisé pour former des zéolithes. Les premiers 

travaux de synthèse datent quant à eux des 

années 1940. 

Du point de vue de leur composition chimique, les zéolithes sont des aluminosilicates 

hydratés, au même titre que les argiles. Toutefois, ces dernières présentent une structure 

fibreuse ou feuilletée, comme le graphite, tandis que les zéolithes présentent une structure 

tridimensionnelle, comme le diamant. 

Les zéolithes sont des aluminosilicates de faible densité, de structure cristalline. Leur 

structure comprend des cages et des canaux, avec des micropores réguliers de 

dimensions allant de 0,3 à 2 nm de diamètre, qui rendent possible l’accès d’espèces 

étrangères au squelette cristallin. Actuellement, 232 types de structures de zéolithes sont 

connus. En fonction du type de structure, la composition du squelette peut varier à des 

degrés plus ou moins importants. De ce fait, la diversité des zéolithes est extrêmement 

importante, tant d’un point de vue structurel que chimique (Mintova et al. 2016). 

Figure 40 | Différents types de 

zéolithes naturelles et synthétiques. 
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La structure cristalline des zéolithes 

implique que les cages et les canaux 

aient un diamètre constant et ne laissent 

ainsi pénétrer dans leur réseau que des 

molécules ayant une taille inférieure à ce 

diamètre. Les zéolithes permettent donc 

de séparer sélectivement des molécules 

selon leur forme et leur taille, ce qui leur 

vaut le surnom de « tamis moléculaire » 

(Figure 41). Elles sont pour cela très 

utilisées dans les domaines de la 

catalyse, des échanges d’ions et des 

processus d’adsorption. En plus des différences de taille et de forme des pores, une autre 

caractéristique intéressante des zéolithes est leur nature à la fois hydrophile et 

hydrophobe qui les rend utiles pour la sorption sélective et l’encapsulation de molécules, 

organiques ou non, stables en phase liquide et gazeuse. 

Afin de contrôler précisément le processus de synthèse et d’obtenir des zéolithes 

possédant des propriétés prédéterminées, depuis les années 1950, de nombreuses 

études se sont attelées à la compréhension des principes fondamentaux gouvernant leur 

synthèse et l’influence de nombreuses variables sur les propriétés physicochimiques des 

zéolithes (Zaarour et al. 2014). 

2. STRUCTURE 

La structure des zéolithes est basée sur un squelette tridimensionnel formé par un 

arrangement de tétraèdres notés SiO4 ou AlO4. Ces tétraèdres correspondent à un atome 

de silicium ou d’aluminium entouré de quatre atomes d’oxygène. Ils s’assemblent entre 

eux en partageant les atomes d’oxygène, il en résulte donc que chaque atome d’oxygène 

est impliqué dans la formation de deux tétraèdres (Figure 42A). 

Ces tétraèdres s’assemblent pour former des anneaux. Ce sont des chaînes linéaires 

refermées sur elles-mêmes ou chaque sommet de l’anneau correspond à un tétraèdre et 

les liaisons entre chaque sommet sont formées par l’atome d’oxygène partagé par deux 

tétraèdres. Pour simplifier, chaque sommet représente un atome de silicium ou 

d’aluminium et les liaisons représentent les atomes d’oxygène. Pour décrire la composition 

de ces anneaux, on parle de n-anneaux ou n représente le nombre de tétraèdre formant 

l’anneau. 

Figure 41 | Les zéolithes, véritables tamis 

moléculaires. Représentation schématique des 

propriétés de discrimination en fonction de la taille 

des molécules permises par la structure poreuse 

des zéolithes. 



INTRODUCTION  - Stratégies de vectorisation passive 

 

66 

Ces anneaux sont eux-mêmes assemblés pour former le squelette tridimensionnel à 

proprement parler. Les anneaux mettent en commun leurs arêtes pour former des cages. 

La plus commune est la cage de sodalite formée de six 4-anneaux et huit 6-anneaux 

(Figure 42B). 

C’est la répétition de ces cages qui forme le squelette cristallin des zéolithes. Elles 

peuvent être assemblées ensemble selon divers agencements et généralement 

l’association de plusieurs cages laisse apparaître un espace de taille supérieure appelé 

supercage (Figure 42C). Selon l’agencement des cages, la structure permet le passage 

dans 1, 2 ou les 3 dimensions le long des cages, des supercages ou de canaux. C’est la 

taille des anneaux qui composent les cages qui détermine la taille des pores et donc le 

pouvoir discriminant des zéolithes (Figure 42D). 

Une zéolithe est donc composée d’un squelette d’oxygène, de silicium et d’aluminium. 

Le rapport Al/Si peut varier entre 0 (c’est alors de la silice) et 1 et influence l’organisation 

des tétraèdres et donc la structure des zéolithes. De plus, pour contrebalancer les charges 

négatives apportées par les atomes d’aluminium, la structure incorpore des cations 

comme le Ca2+, Mg2+, K+, etc. Enfin, les espaces vides de la structure sont occupés par 

une phase adsorbée, qui peut être éliminée par traitement thermique par exemple (Figure 

42E). 

 

Figure 42 | Structure des zéolithes. Les zéolithes sont primairement formées de tétraèdres SiO4 

et AlO4 (A) agencés en cages de sodalites (B). Ces cages s’assemblent pour former des 

supercages (C) qui s’assemblent elles-mêmes entre elles pour former la structure cristalline 

poreuse (D & E). MET = Microscopie électronique à transmission. Adapté d’Awala et al. 2014 & 

http://europe.iza-structure.org. 

Pour résumer, une zéolithe est donc composée : 

 D’un squelette d’oxygène, silicium et aluminium. 

 De cations qui permettent à l’ensemble d’avoir une charge neutre. 

 D’une phase adsorbée, généralement de l’eau. 
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3. SYNTHESE ET MODIFICATION POST-SYNTHESE 

a) Synthèse des zéolithes 

Bien que présentes à l’état naturel, il est également possible de synthétiser les zéolithes. 

Cette synthèse se fait à partir d’un mélange contenant les précurseurs des zéolithes. La 

chimie de ce mélange initial et plus précisément le type de sources d’aluminium et de 

silicium, leurs concentrations, le type de solvant, les additifs, etc. ont une grande influence 

sur la synthèse des zéolithes et sur la structure finale. 

Un traitement hydrothermal à basse température (en dessous de 200°C), généralement 

effectué dans une enceinte fermée, est appliqué au mélange initial. Cela entraîne une 

nucléation spontanée et une cristallisation contrôlée. Sous l’action combinée d’agents 

minéralisant et structurant, le précurseur aluminosilicate initial est transformé en zéolithes 

cristallins. Les agents structurants peuvent être des métaux cationiques alcalins (Na+, K+, 

Li+, etc.) ou des molécules organiques de charge positive, généralement des cations 

tetraalkylammonium (TAA+). Les tétraèdres de SiO4 et AlO4 s’arrangent alors autour de 

ces agents chargés (Figure 43) (Zaarour et al. 2014). 

 

Figure 43 | Schéma général de la synthèse des zéolithes. Adapté de Zaarour et al. 2014. 

b) L’échange d’ions 

Les zéolithes contiennent donc des cations qui permettent à l’ensemble d’avoir une 

charge neutre et donc une plus grande stabilité. Ces cations sont incorporés dans le 

mélange de précurseurs initiaux et permettent de diriger la formation de la structure 

cristalline. Lorsque les zéolithes cristallines sont formées, ces cations sont toujours 

présents sur des sites bien identifiés (Frising & Leflaive 2008). Ces cations qui assurent 

l’électroneutralité de la matrice peuvent être échangés par d’autres de manière sélective, 

en fonction de l’affinité de la zéolithe avec le nouveau cation. Cette capacité d’échange 

cationique et cette sélectivité sont ainsi spécifiques à chaque type de zéolithe. Selon le 

type de zéolithes, des espèces cationiques comme le fer, le cuivre, le palladium, le platine, 

le lithium, le cérium, le gadolinium, l’argent, l’or, etc. peuvent être incorporés de manière 
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stable. Cette propriété rend les zéolithes particulièrement intéressantes et utiles pour 

l’élimination de polluants ou pour le traitement des eaux. 

Du point de vue biomédical, ces propriétés ouvrent l’utilisation des zéolithes à de vastes 

champs d’application en tant qu’agent de contraste en IRM (Fe, Gd) (Csajbók et al. 2005), 

en tant qu’agent anti-bactérien (Ag) (Dong et al. 2014; Demirci et al. 2014) ou permet 

également de renforcer leur affinité aux gaz (Rivallan et al. 2009). 

4. LES PROPRIETES ET LES APPLICATIONS DES ZEOLITHES 

Les similitudes structurelles entre les cages des zéolithes et les sites de liaison au 

substrat des enzymes ont incité les chercheurs à envisager leur utilisation en tant que 

potentiels catalyseurs. De plus, leur structure poreuse en fait de véritables tamis 

moléculaires pour des applications de séparation et d’adsorption (Zaarour et al. 2014). 

Les zéolithes sont donc devenues un enjeu dans différents domaines de la recherche 

chimique et sont maintenant largement utilisées dans diverses technologies industrielles, 

agricoles, environnementales et biologiques (Figure 44). 

 

Figure 44 | Les applications des zéolithes.  

a) Adsorption de gaz 

Une propriété intéressante des zéolithes est leur faculté à adsorber des molécules 

organiques et inorganiques en phase gazeuse (Wheatley et al. 2006). Cette faculté 

d’adsorption est due à leur surface spécifique importante, à des effets de surface 
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hydrophobe-hydrophile et à leur structure. Différents gaz peuvent ainsi être encapsulés 

dans les zéolithes, notamment du NO, du CO, de l’H2O, du NH3 ou, de manière plus 

intéressante, du CO2 voire de l’O2 (Wagloehner et al. 2014; Rivallan et al. 2009; Malpartida 

et al. 2010; Seifu et al. 2011). 

(1) L’oxygène 

Les cristaux de zéolithes ont ainsi été utilisés pour piéger l’azote contenu dans de l’air 

compressé et ainsi concentrer l’oxygène dans ce gaz. Des concentrations d’oxygène 

supérieures à 80% ont été obtenues grâce à ce système.  

La possibilité d’utiliser des zéolithes pour un enrichissement en oxygène a également 

été démontrée avec des zéolithes de type LTA (Linde Type A). Ce système a été utilisé 

pour produire un air humide et enrichi en O2 car de l’eau est adsorbé et libéré avec l’O2. 

Des études se sont également penchées sur des méthodes pour augmenter la capacité 

de transport de l’oxygène en utilisant des zéolithes contenant des atomes de fluor intégrés 

dans une matrice tridimensionnelle de polyuréthane (Seifu et al. 2011). Il a été montré que 

cette matrice contenant les zéolithes peut transporter et libérer 200 fois plus d’oxygène 

que les érythrocytes. 

(2) Le dioxyde de carbone 

Du fait des intérêts industriels dans la limitation des rejets de gaz à effet de serre, de 

nombreuses études se sont penchées sur les capacités de sorption des zéolithes vis-à-

vis du CO2. Il a été montré que les zéolithes peuvent être utilisées pour séparer 

sélectivement le CO2 d’autres gaz, même à des pressions partielles relativement faibles 

(75 mmHg) et que les cations jouent un rôle important dans cette propriété (Lozinska et 

al. 2012). La sélectivité du phénomène est en effet expliquée par un mécanisme de porte 

dépendant de la taille du cation et de son affinité pour le CO2 (Figure 45) (Gibson et al. 

2016). 

 

Figure 45 | Mécanisme de porte dépendant des cations pour la sélectivité des zéolithes vis-

à-vis du CO2. Ce mécanisme explique le transport sélectif du CO2 à travers les pores des zéolithes 

et dans les cages. La position du cation dans les cages est dépendante de sa taille et de la pression 
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en CO2. La diffusivité du CO2 à travers les pores est relativement faible à basse pression et 

augmente à mesure que la pression s’élève. Adapté de Gibson et al. 2016. 

b) Adsorption de l’eau et des molécules organiques/ inorganiques 

De par leur très grande affinité pour l’eau, certaines zéolithes peuvent en adsorber 

jusqu’à 30% de leur poids sans variation de volume. Cette eau peut ensuite être restituée 

par des modifications de pressions ou par traitement thermique. Elle peut également être 

restituée en cas de de diminution du degré d’hygrométrie, ce qui fait des zéolithes de bons 

stabilisateurs d’humidité. 

Les zéolithes sont capables d’adsorber des molécules organiques ou inorganiques au 

même titre que l’eau et les gaz. Cette propriété d’adsorption est spécifique à chaque type 

de zéolithe, ce qui les rend très utiles pour le traitement d’effluents chargés en pesticides, 

en organo-chlorés, ou encore en hydrocarbures. 

c) Propriétés de catalyse 

La structure des zéolithes présente des sites spécifiques capables de catalyser des 

réactions chimiques telles que des réactions d’oxydation, de réduction ou acido-basiques. 

Ces réactions prennent place à l’intérieur des cages formant les zéolithes, ce qui implique 

que seules les molécules ayant une taille inférieure à l’espace disponible au sein de ces 

cavités peuvent être formées. Les zéolithes exercent donc une sélectivité de forme 

extrêmement utilisée dans l’industrie pétrochimique. 

d) Les nouvelles avancées dans les méthodes de synthèse : génération de nanozéolithes 

Une synthèse classique de zéolithe aboutit à des cristaux de taille de l’ordre du 

micromètre. On considère que l’échelle nanométrique commence au moins à partir d’un 

ordre de grandeur inférieur, c’est-à-dire inférieur à 100 nm. Cependant, l’impact de la taille 

de la particule sur les propriétés physicochimiques est prépondérant plutôt pour des 

cristaux de taille inférieure à 50 nm. 

De même que pour les cristaux conventionnels micrométriques, les nanocristaux sont 

synthétisés sous conditions hydrothermales dans des enceintes closes, sans addition de 

réactif pendant la synthèse. Ainsi, après la conversion des réactifs dans le système, la 

croissance s’arrête. Durant la synthèse des nanozéolithes, une attention spéciale est 

portée à la préparation des précurseurs initiaux dans le but de favoriser le processus de 

nucléation. L’importance de la nucléation est due au fait que le nombre de noyaux dans le 

système détermine la taille finale du cristal. Une nucléation abondante conduit à une 
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formation de cristaux de petite taille tandis que si le système produit peu de noyaux 

viables, les cristaux formés sont de grande taille (Mintova et al. 2016). 

Le processus de synthèse est 

donc adapté pour favoriser la 

nucléation par rapport à la 

croissance. Ensuite, après 

chauffage, les particules 

amorphes se convertissent en 

nanozéolithes. L’apparence 

finale de la suspension dépend 

de la taille et de la concentration 

des particules et varie du blanc 

turbide au laiteux (Figure 46). 

Les nanozéolithes diffèrent des microcristaux par les traitements post-synthèse qui 

doivent être effectués pour éviter l’agrégation entre particules. Les réactifs non-

convertis sont généralement éliminés par ultra-centrifugation et re-dispersion dans de 

l’eau distillée. La procédure est répétée plusieurs fois et le pH est ensuite ajusté entre 7 

et 9. A cette valeur de pH, la charge négative du cristal de zéolithe est suffisamment forte 

pour assurer une stabilité colloïdale. Les forces répulsives dues aux charges négatives 

des particules les empêchent de s’agréger, et la suspension est ainsi stable pendant 

plusieurs mois voire plusieurs années. 

La réduction de la taille des cristaux de zéolithe à l’échelle nanométrique augmente 

considérablement leur surface spécifique et en fait ainsi un matériau avec des propriétés 

nouvelles. Réduire la taille ou changer la morphologie des cristaux améliore leurs 

propriétés de diffusion et l’accessibilité des pores mobilisables et augmente donc leur 

capacité de sorption.  

Dans le cadre d’applications biomédicales, et notamment le ciblage passif des 

tumeurs, c’est cette réduction de la taille qui les rend très attractives. 

e) Les applications biomédicales des zéolithes 

Du fait de leurs propriétés d’adsorption et de séparation, les zéolithes sont de plus en 

plus étudiées pour des applications biomédicales. A ce jour, peu d’études ont évalué l’effet 

des nanozéolithes sur la santé. Cependant les résultats des premières études de 

toxicologie ne semblent pas indiquer d’effets néfastes des zéolithes (Laurent et al. 2013), 

ce qui permet d’envisager leur utilisation pour des applications biomédicales. 

Figure 46 | Cristallisation de zéolithes de type EMT. A. 

Suspensions colloïdes contenant des particules amorphes 

(a) et cristallines (b). B. Images en microscopie à 

transmission des particules amorphes (a, b) et cristallines (c, 

d). Echelle = 10 nm. Adapté de Zaarour et al. 2014. 
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L’une des applications concerne les zéolithes contenant de l’argent. Plusieurs études 

ont montré que ce type de matériau possède des propriétés antibactériennes (Rai et al. 

2009). Lorsque les zéolithes sont au contact des bactéries, l’argent est libéré, forme des 

chélates avec l’ADN et bloque les mécanismes de transport de la cellule. Il a été montré 

qu’une augmentation de la quantité d’argent dans les zéolithes augmente leur activité 

antibactérienne (Ferreira et al. 2012). Les zéolithes contenant de l’argent exercent un 

pouvoir antibactérien en moins d’une heure sur Escherichia Coli, le staphylocoque doré et 

le bacille pyocyanique (Kwakye-Awuah et al. 2008). De plus, il a récemment été montré 

que les nanozéolithes contenant de l’argent conservent ces propriétés antibactériennes 

(Dong et al. 2014; Demirci et al. 2014). Toutefois, comme mentionné précédemment, les 

Ag-NP sont suspectées d’être à l’origine d’effets toxiques chez l’humain (Ge et al. 2014) 

et de potentiels effets toxiques des nanozéolithes contenant de l’argent sur des cellules 

eucaryotes n’avaient pas été évalués au début de ce travail. 

De nombreux travaux se sont intéressés au potentiel des silices mésoporeuses dans le 

cadre d’applications d’encapsulation et de libérations de molécules thérapeutiques. 

Cependant, relativement peu de ces études sont consacrées aux zéolithes. La 

vectorisation contrôlée de molécules requiert une libération optimale dans des quantités 

suffisantes et avec des effets secondaires minimes. Les nanozéolithes possèdent à la fois 

des mésopores et des micropores qui sont potentiellement assez larges pour un éventail 

assez grand de molécules, comme des antibiotiques, l’ibuprofène, la doxorubicine, 

l’aspirine ou le 5-fluorouracil (5-FU). En comparaison des matériaux mésoporeux, les 

zéolithes, et notamment les nanocristaux, de zéolithes ont une meilleure capacité 

d’encapsulation de molécules. 

Une absorption et une libération contrôlée peuvent être réalisées en choisissant un type 

de zéolithe approprié. Ainsi, les zéolithes semblent idéalement adaptées pour la 

dissolution et la libération contrôlée de molécules thérapeutiques (Amorim et al. 2012; 

Vilaça et al. 2013). Des études se sont notamment penchées sur la libération d’une 

molécule anti-cancéreuse, le 5-FU. Ces travaux ont montré qu’au moins deux paramètres 

sont impliqués dans la libération des molécules : la diffusion et la quantité d’aluminium 

présente dans la structure des zéolithes. En effet, ces études suggèrent que les molécules 

interagissent avec les atomes d’aluminium via des liaisons hydrogène, et ainsi une 

quantité d’aluminium élevée augmente la capacité d’absorption de petites molécules (Datt 

et al. 2013). Les résultats de ces études ont également montré que les zéolithes peuvent 

être utilisées comme adjuvant dans les thérapies anti-cancéreuses puisque les zéolithes 

seules n’ont pas d’effet cytotoxique alors que l’encapsulation de 5–FU dans les pores de 

zéolithes est plus cytotoxique que le 5-FU seul (Vilaça et al. 2013). 
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En plus de ces avantages concernant leur petite taille et la libération contrôlée, les 

zéolithes peuvent être fonctionnalisées par ajout de molécules comme l’acide folique, le 

polyéthylène glycol ou des peptides, pour des applications de ciblage actif. Une étude 

récente a par exemple montré que la fonctionnalisation de zéolithes par addition 

d’anticorps cetuximab permet un ciblage actif et une internalisation extrêmement rapide 

de ces zéolithes fonctionnalisés par des cellules cancéreuses exprimant le récepteur à 

l’EGFR (Marega et al. 2016). 

Enfin, la propriété de ces matériaux de pouvoir incorporer des cations de manière stable 

permet de concentrer des radio-isotopes ou des métaux pour des applications en tant 

qu’agent de contraste pour la TEP ou l’IRM (Peters & Djanashvili 2012; Csajbók et al. 

2005). 

En conclusion, les nanozéolithes ouvrent des nouvelles opportunités pour la recherche 

biomédicale. Leur très grande capacité de sorption, notamment vis-à-vis des gaz, ainsi 

que leur taille nanométrique et la possibilité d’y incorporer des agents de contraste de 

manière stable offre des intérêts évidents dans le domaine de l’oncologie pour une 

utilisation théranostique. En cela, elles présentent de nombreuses caractéristiques de la 

NP idéale (Figure 39). Ces caractéristiques permettent d’envisager de baser leur 

utilisation sur un ciblage passif de la tumeur, en tant qu’agent de contraste IRM 

associé à une vectorisation de thérapies gazeuses. Au début de cette thèse, très peu 

de travaux avaient étudié le potentiel des nanozéolithes dans le domaine de l’oncologie. 

Cette approche est attractive mais le ciblage passif passe nécessairement par la 

vascularisation tumorale. De ce fait, cette stratégie peut présenter des limites en ce qui 

concerne le ciblage des zones les moins vascularisées de la tumeur si la diffusion des NP 

hors des vaisseaux est limitée. A ce titre, il est également intéressant de se pencher sur 

des approches complémentaires qui permettent de cibler les zones de la tumeur les moins 

riches en vaisseaux en s’affranchissant de la vascularisation tumorale. Nous allons décrire 

dans la partie suivante une de ces approches de vectorisation active. 

IV .  S T R A T E G I E S  D E  V E C T O R I S A T I O N  A C T I V E  :  

U T I L I S A T I O N  D ’ U N  «  C H E V A L  D E  T R O I E  »  

Contrairement aux NP, ces approches ne permettent pas de vectoriser des thérapies 

gazeuses et de réoxygéner la tumeur. L’objectif ici est donc de lutter non pas directement 

contre l’hypoxie mais plutôt d’inhiber les facteurs dont elle induit l’expression. 
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A. STRATEGIE DE VECTORISATION ACTIVE : LA THERAPIE CELLULAIRE 

Le principe de la thérapie cellulaire est de vectoriser un agent thérapeutique directement 

sur le site tumoral par le biais de cellules. Pour cela, plusieurs populations de cellules sont 

potentiellement intéressantes en raison de leur propension naturelle à migrer vers les sites 

tumoraux. Citons les CSM et les cellules souches neurales (CSN), particulièrement 

utilisées dans des modèles de gliome pour véhiculer des gènes thérapeutiques. A titre 

d’exemple, la vectorisation du S-TRAIL (Soluble-Tumor necrosis factor Related Apoptosis 

Inducing Ligand ; une cytokine capable d’induire l’apoptose), vers les gliomes permet de 

réduire la croissance de la tumeur (Tang et al. 2014). Des CSM ont également été 

modifiées pour exprimer la cytosine déaminase, une enzyme qui convertit une pro-drogue, 

la 5-fluorocytosine. Cette stratégie a été utilisée dans un modèle animal mimant un 

scénario clinique où la tumeur était traitée par exérèse. Les animaux ont ensuite été 

injectés avec ces CSM exprimant la cytosine déaminase, ce qui a permis d’aboutir à une 

régression totale du GB (Altaner et al. 2014). 

Une approche intéressante concerne également l’utilisation de macrophages. En effet, 

ces cellules présentent plusieurs avantages pour la vectorisation active de molécules 

thérapeutiques. Nous avons vu qu’ils peuvent représenter jusqu’à 30% des cellules de la 

tumeur, que la tumeur exerce un tropisme pour les macrophages exogènes 

(Hambardzumyan et al. 2016; Valable et al. 2007) et leur obtention est relativement aisée 

(Figure 15 & Figure 47A). Des macrophages ont ainsi été utilisés pour vectoriser un 

adénovirus thérapeutique dans un modèle de cancer de la prostate. Les auteurs ont 

montré que ces macrophages modifiés s’accumulent spécifiquement dans la tumeur. 

Dans cette étude, la croissance de la tumeur ainsi que la récurrence et la survenue de 

métastases étaient réduites en présence de ces macrophages (Muthana et al. 2013, 

2011). 

Enfin, dans le cadre de stratégies dirigées contre l’hypoxie, les macrophages semblent 

être un type cellulaire de choix puisqu’il a été montré qu’au sein de la tumeur ils sont 

trouvés principalement dans les régions hypoxiques (Leblond et al. 2016; Chiang et al. 

2012) (Figure 47B). 
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Figure 47 | Les avantages des monocytes/macrophages pour la vectorisation cellulaire. A. 

La tumeur exerce un tropisme pour les macrophages. Ici des macrophages exogènes 

préalablement marqués avec des particules de fer et détectés par IRM et histologie dans un modèle 

de GB. Adapté de Valable et al. 2007. B. Dans la tumeur, les macrophages sont préférentiellement 

retrouvés dans les régions hypoxiques. En rouge, marquage CD68, un marqueur des 

macrophages, en bleu les noyaux cellulaires et en vert le pimonidazole, marqueur de l’Hypoxie. 

Adapté de Leblond et al. 2016. 

Le sous-chapitre suivant est consacré à l’une de ces protéines, l’EPO, dont l’expression 

est induite par l’hypoxie et qui est un bon exemple de l’implication des gènes induits pas 

l’hypoxie dans la progression tumorale. 

B. L’ERYTHROPOÏETINE 

Parmi les nombreux gènes inductibles par l’hypoxie, l’EPO joue un rôle dans la 

croissance des tumeurs et leur résistance aux traitements. L’EPO est connue depuis de 

nombreuses années et porte son nom définitif depuis les années 50. Elle était auparavant 

connue sous le nom d’hémopoïétine. 

1. GENERALITES 

Son existence a été confirmée à la suite d’expériences montrant une augmentation de 

l’hématocrite chez des lapins après une transfusion de plasma de lapins anémiés ou en 

condition d’hypoxie. Ces observations ont permis de postuler que l’érythropoïèse, le 

processus de formation des érythrocytes, est sous la dépendance d’un facteur hormonal, 

l’EPO (Reissmann 1950). L’EPO a été plus tard purifiée à partir d’urine de patients 

anémiés (Miyake et al. 1977) ouvrant la voie au clonage du gène de l’EPO et à la 

production d’EPO humaine recombinante (HuEPOr) utilisée pour le traitement de patients 

souffrant d’anémie. 

L’EPO est donc une cytokine hématopoïétique dont le rôle principal est de réguler la 

production d’érythrocytes par la moelle osseuse. Durant l’hématopoïèse, le processus de 
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maturation des érythrocytes, l’EPO intervient à plusieurs étapes et stimule la production 

quotidienne des 2.1011 érythrocytes permettant de maintenir la capacité de transport de 

l’oxygène du sang (Jelkmann 1992). L’EPO est principalement synthétisée par le rein chez 

l’adulte. Plus précisément, 90% de la synthèse est assurée par les cellules péritubulaires 

(Pan et al. 2011). Cette synthèse est principalement dépendante de la pression partielle 

en O2 dans les tissus. Ainsi, en condition d’hypoxie, la transcription du gène de l’EPO, qui 

contient des séquences HRE dans ses régions régulatrices, est activée par le facteur de 

transcription HIF. Plusieurs études réalisées sur différents types cellulaires ont montré que 

HIF-2α serait le principal régulateur de l’expression de l’EPO (Kapitsinou et al. 2010). 

Cependant, depuis sa découverte, de nombreuses études ont montré que la production 

d’érythrocytes n’est pas l’unique rôle de ce facteur de croissance. Dans un premier temps, 

un effet de l’EPO sur la croissance des cellules endothéliales in vitro a été montré. Ensuite, 

la présence de récepteurs à l’EPO (EPOR) a été mise en évidence sur des neurones ainsi 

que la production d’EPO par des astrocytes (Bernaudin et al. 2000). Il est maintenant établi 

que l’EPO est un facteur de croissance pleïotropique qui a une action anti-apoptotique sur 

de nombreux types de cellules et de tissus (Debeljak et al. 2014). 

2. LE RECEPTEUR DE L’EPO 

Pour exercer son action au niveau de ses cellules cibles, l’EPO se lie à des récepteurs 

membranaires spécifiques appartenant à la famille des récepteurs aux cytokines de type 

1. Ces récepteurs présentent la particularité de n’être 

activés que lorsqu’ils sont sous la forme d’homo- ou 

d’hétérodimères (Pradeep et al. 2015; Bohr et al. 2014). 

Le renouvellement de ce récepteur à la membrane est 

très rapide et sa demi-vie est de l’ordre de 1 à 2 heures. 

Il est ensuite dégradé par le réticulum endoplasmique, 

le protéasome et les lysosomes. Ce renouvellement 

rapide constitue un système de régulation de la 

signalisation EPO/EPOR. 

L’EPOR est une protéine constituée de 484 acides 

aminés pour un poids moléculaire théorique de 56 kDa, 

dont l’expression n’est quant à elle pas régulée par 

l’hypoxie. Cependant, il existe une régulation post-

transcriptionnelle par épissage alternatif des ARN 

messagers (Arcasoy et al. 2003; Sinclair et al. 2007) 

conduisant à trois variants de l’EPOR (Figure 48). 

Figure 48 | Les différentes formes 

du récepteur à l’érythropoïétine. 

Adapté de Sinclair et al. 2007. 
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L’EPORF (EPOR-full) est la forme entière du récepteur, exprimée majoritairement. Elle 

possède un domaine extracellulaire sur lequel se trouve le domaine de liaison à l’EPO, un 

domaine transmembranaire qui assure l’ancrage à la membrane des cellules et un 

domaine intracellulaire responsable de l’activation des voies de signalisation. Ce dernier 

contient deux motifs Box1 et Box2 qui permettent la fixation de la protéine JAK2 (Janus 

tyrosine kinase 2) ce qui induit la phosphorylation des tyrosines du récepteur et l’activation 

des voies de signalisation, notamment les voies JAK/STAT, PI3K/Akt et MAP kinases 

impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire. 

L’EPORT (EPOR-truncated) est une forme tronquée de l’EPOR à laquelle il manque 

une grande partie du domaine intracellulaire et notamment celle responsable de 

l’activation des voies de signalisation. Ce récepteur est capable de fixer l’EPO de manière 

efficace mais ne permet pas de transmettre de message intracellulaire en aval. Lorsqu’il 

est surexprimé par rapport à la forme entière, il se comporte ainsi comme un récepteur 

dominant négatif. 

Le sEPOR (soluble EPOR) est un variant auquel il ne reste que la partie extracellulaire. 

Il lui manque donc le domaine d’ancrage à la membrane. Comme l’EPORT, il joue ainsi le 

rôle d’antagoniste de l’EPORF et il a été suggéré qu’il permettrait de prolonger la demi-vie 

de l’EPO circulante (Sakanaka et al. 1998).  

3. IMPLICATION DE L’ERYTHROPOÏETINE DANS LES TUMEURS 

La présence de l’EPO et de son récepteur a été identifiée dans de nombreuses cellules 

et tissus non-hématopoïétiques comme par exemple dans le SNC, le cœur, les reins, le 

système gastro-intestinal, etc. Dans ces tissus, il a été montré que l’EPO joue un rôle 

protecteur et anti-apoptotique. De plus, l’expression de l’EPOR a été mise en évidence 

dans plusieurs types de tumeurs et de cellules malignes (Figure 49). La présence d’EPOR 

fonctionnel a ainsi été démontrée dans des CSC et récemment la présence de l’axe de 

signalisation EPO/EPOR et son effet sur la prolifération a été démontré sur des cellules 

de cancer du sein, de mélanomes, de cancers du rein, de cancers tête et cou et dans des 

cellules de gliomes (Chan et al. 2017; Julius et al. 2017; Debeljak et al. 2014). Cao et al. 

ont montré que les CSG ont un niveau d’expression de l’EPOR élevé par rapport aux 

cellules de gliomes classiques. L’inhibition de l’expression de l’EPOR dans les CSG 

entraîne une diminution de la croissance, de la survie et de la capacité de formation de 

neurosphères (Cao et al. 2010). 
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Figure 49 | L’érythropoïétine et son récepteur sont exprimés dans les régions hypoxiques 

des glioblastomes. Adapté de Mohyeldin et al. 2007. 

D’autres travaux étayent ces résultats et ont montré une implication de la synthèse de 

l’EPO par les cellules tumorales elles-mêmes mais également par le microenvironnement, 

notamment les astrocytes, dans la croissance des tumeurs (Pérès et al. 2011). De plus 

des travaux ont également montré un rôle de la signalisation EPO/EPOR dans la 

résistance des tumeurs à la chimio- et la radiothérapie (Pérès et al. 2014; Todaro et al. 

2013) (Figure 50). 

 

Figure 50 | Les effets et les mécanismes de la signalisation EPO/EPOR dans les tumeurs. 

Les cellules cancéreuses et le microenvironnement tumoral expriment l’EPO et l’EPOR. L’EPOR 

est activé par l’EPO circulante mais également par une boucle autocrine/paracrine venant de l’EPO 

synthétisée par les cellules tumorales et le microenvironnement. Ceci active des voies de 

signalisation impliquées dans la prolifération, la survie et la résistance aux traitements. Adapté de 

Hardee et al. 2006. 

Devant ces résultats, des premiers doutes sur l’implication de l’EPO dans la progression 

tumorale ont été émis suite à l’administration d’EPO recombinante chez des patients 

atteints de cancers souffrant d’anémie consécutive à leur traitement, bien que des études 

précliniques aient montré un effet bénéfique de l’administration de HuEPOr dans des 

modèles de GB. Ces travaux ont montré que l’administration de HuEPOr chez des souris 

porteuses de GB et anémiées permet à la fois de réduire l’hypoxie dans la tumeur et 

d’améliorer l’efficacité de la RT pour contrôler le volume tumoral. Ces études ont 
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également révélé un effet bénéfique de l’HuEPOr sur la survie des animaux (Scigliano et 

al. 2008; Pinel et al. 2004). 

Cependant, des études cliniques ont été menées pour déterminer si le traitement à 

l'HuEPOr favorise la croissance tumorale et à terme la survie des patients. Les résultats 

de ces études cliniques ont montré que bien que l’EPO permette une augmentation du 

niveau d’hémoglobine chez les patients anémiés, il n’y a aucun bénéfice pour le contrôle 

de la tumeur, voire au contraire, un risque pour le patient dans certains cas. Les auteurs 

de ces études s’accordent donc sur le fait que la possibilité d'un effet délétère de l'HuEPOr 

ne peut être exclue (Shenouda et al. 2015; Debeljak et al. 2014). 

C’est pourquoi des stratégies d’inhibition ciblant cette signalisation EPO/EPOR ont été 

proposées pour améliorer le contrôle tumoral et l’efficacité des traitements. Il a notamment 

été proposé sur des modèles cellulaires et in vivo d’utiliser l’EPORT en tant qu’antagoniste 

de l’EPO dans le microenvironnement tumoral. La surexpression de ce récepteur tronqué 

par les cellules tumorales a ainsi permis de contrôler la croissance tumorale dans un 

modèle de GB (Figure 51A). L’EPORT agit comme un dominant négatif par rapport à la 

forme entière et permet d’inhiber la signalisation EPO/EPOR améliorant ainsi la survie des 

animaux (Figure 51B) (Pérès et al. 2011). 

 

Figure 51 | La surexpression de l’EPORT permet un contrôle de la tumeur. A. La surexpression 

de l’EPORT par les cellules tumorales permet de réduire le volume tumoral. B. Cela se reflète sur 

la survie des animaux qui est augmentée. Adapté de Pérès et al. 2011. 

Cette stratégie est efficace mais difficilement applicable en pratique clinique car 

elle nécessite une modification génétique des cellules tumorales afin qu’elles 

expriment ce récepteur tronqué. Il est donc nécessaire d’imaginer une stratégie 
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permettant d’apporter de grandes quantités d’EPORT exogène dans le 

microenvironnement tumoral. 

De ce fait, une approche intéressante pourrait être une stratégie de vectorisation active 

basée sur l’utilisation de cellules sensibles au tropisme tumoral, comme les macrophages. 

Cependant, il faut noter qu’au même titre que les cellules vectrices précédemment 

mentionnées, une grande partie des macrophages injectés par voie intraveineuse se 

retrouve dans le foie, la rate et les organes lymphoïdes (Valable et al. 2007). C’est 

pourquoi des travaux se sont attachés à augmenter la spécificité des thérapies proposées 

vis-à-vis des tumeurs en utilisant pour cela la nature hypoxique de celles-ci. Cette stratégie 

se justifie d’autant plus dans le cas de l’EPO dont l’expression est inductible par l’hypoxie. 

La stratégie consiste à mettre au point des vecteurs d’expression conditionnant 

l’expression de l’agent thérapeutique sous contrôle de séquences HRE (Muthana et al. 

2011). Plus récemment, certains auteurs ont montré l’efficacité in vitro et in vivo d’une 

stratégie basée sur une double spécificité : vis-à-vis de l’hypoxie et vis-à-vis des cellules 

tumorales. Ils ont développé une construction plaçant l’expression d’un gène cytotoxique, 

celui de l’Herpex Simplex Virus Thymidine Kinase (HSV-tk), sous contrôle d’un promoteur 

spécifique des astrocytes (promoteur de la GFAP) et de séquences HRE (Kim et al. 2014). 

V .  C O N C L U S I O N S  D E  L ’ I N T R O D U C T I O N  

De manière générale, cette introduction permet de mettre en avant le rôle néfaste de 

l’hypoxie dans la progression des GB. Celle-ci favorise la croissance tumorale mais 

également la résistance aux traitements, notamment la RT. Il est donc d’un grand intérêt 

de considérer l’hypoxie en tant que cible thérapeutique et de lutter soit directement contre 

elle soit contre ses conséquences. 

Cette lutte contre l’hypoxie nécessite une spécificité vis-à-vis de la tumeur, les stratégies 

de réoxygénation tissulaire non ciblées étant peu efficaces. Des stratégies ciblées de 

vectorisation de thérapies sont de ce fait requises. Pour les mettre en place, plusieurs 

points faibles des GB ont été décrits, permettant un ciblage spécifique actif, par le biais de 

macrophages, ou passif par le biais de NP et de l’effet EPR. 

Le ciblage actif de la tumeur par le biais de macrophages permet d’envisager l’inhibition 

de facteurs produits par la tumeur ou son microenvironnement, comme l’EPO, décrite 

dans cette introduction. Cette cytokine, dont l’expression est induite par l’hypoxie, est 

synthétisée au sein de la tumeur et favorise l’agressivité des GB. 

Enfin, le ciblage passif de la tumeur par des NP permet d’envisager des stratégies de 

réoxygénation ciblées des GB. A ce titre, une classe de matériaux, les zéolithes, a été 
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décrite. Ces NP possèdent trois caractéristiques extrêmement intéressantes pour cette 

application : leur taille nanométrique, leur capacité de sorption de gaz et la possibilité d’en 

faire des agents de contraste pour l’imagerie 

.
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OB J E C T I F S  

Malgré les traitements actuellement utilisés contre les GB, ces tumeurs restent 

incurables. Nous l’avons vu au cours de cette introduction, cette résistance aux thérapies 

est en grande partie imputable à leur caractère hypoxique, responsable de l’expression 

par les cellules tumorales de facteurs de croissance comme l’EPO ou, plus directement, 

responsable d’une diminution de l’efficacité de la RT. 

Jusqu’ici, les tentatives de réoxygénation des GB se sont toutes basées sur des 

traitements systémiques que ce soit par inhalation de gaz hyperoxiques (Miralbell et al. 

1999) ou par l’administration d’HuEPOr pour augmenter l’hématocrite et donc l’apport 

sanguin en O2 (Shenouda et al. 2015). Cependant, dans le cadre des GB, toutes ces 

stratégies se sont soldées par des échecs. 

Il apparaît, à la lumière de ces résultats, que les stratégies de réoxygénation non ciblées 

sont inefficaces et peuvent même s’avérer contre-productives comme c’est le cas avec 

l’HuEPOr. Cependant, l’hypoxie reste une cible attractive et il est de ce fait nécessaire de 

penser différemment la manière de la cibler. Les stratégies futures de lutte contre l’hypoxie 

devront sans doute impliquer des approches spécifiques de réoxygénation des tissus 

tumoraux ou cibler des facteurs inductibles par l’hypoxie comme l’EPO (Aguilera & Giaccia 

2015). 

Afin de cibler spécifiquement l’hypoxie dans les tumeurs ou bien les facteurs qu’elle 

induit, certains points faibles des GB développés en introduction peuvent être exploités. 

D’une part, le tropisme que les GB exercent sur les macrophages peut être mis à profit 

pour développer des stratégies de vectorisation active en modifiant ces cellules pour 

qu’elles transportent des molécules thérapeutiques (Muthana et al. 2013; Ribot et al. 2011; 

Valable et al. 2007). D’autre part, nous avons vu que la vascularisation des GB est 

perméable, ceci apparaît comme un point faible de cette tumeur qui permet de développer 

des stratégies de vectorisation passive basées sur l’effet EPR et l’utilisation de NP 

(Maeda et al. 2013). 

Ces deux approches de vectorisation active et passive, permettraient un ciblage 

spécifique des tissus tumoraux. Par conséquent, les études menées lors de ces travaux 

de thèse se divisent en deux grands axes : 

- Le développement d’une stratégie de vectorisation active, basée sur les 

macrophages, permettant une inhibition de la signalisation EPO/EPOR 

spécifiquement au sein des GB. 
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- Le développement d’une stratégie de vectorisation passive, basée sur l’utilisation 

de nanozéolithes vectrices de thérapies gazeuses, afin de réoxygéner 

spécifiquement le tissu tumoral. 

La première partie des résultats de ces travaux s’intéresse ainsi i) aux effets 

fonctionnels de la surexpression de l’EPORT d’abord sur les cellules de GB puis ii) au 

développement de constructions moléculaires permettant une expression de l’EPORT 

uniquement en condition d’hypoxie pour inhiber l’EPO spécifiquement dans les GB et non 

dans d’autres tissus. 

La deuxième partie des résultats s’intéresse aux nanozéolithes en tant que vecteurs de 

thérapies gazeuses. Les deux premières sous-parties sont dédiées à la sélection du type 

de zéolithe le plus approprié à cette application, du point de vue de la toxicité dans un 

premier temps puis de la capacité d’adsorption des gaz dans un deuxième temps. Enfin, 

la troisième sous-partie est consacrée à la mise en œuvre de la stratégie de vectorisation 

de gaz dans un modèle orthotopique de GB chez le rat et à l’étude des effets fonctionnels 

sur la tumeur en utilisant notamment l’IRM multiparamétrique. 
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MAT E R I E L S  &  ME T H O D E S  

I .  C O N S T R U C T I O N S  M O L E C U L A I R E S  

Les plasmides pGL3-HRE-SV40 et pcDNA3.1 contenant soit le gène de l’EPORF ou 

de l’EPORT (humain) ont été fournis par les Dr. Florent Soubrier (Hôpital Pitié-Salpétrière, 

Paris) et Dr. Yukio Nakamura (Riken Bioresource Center, Japon) respectivement. Le 

plasmide pSELECT-zeo-HSV1tk a été obtenu chez InvivoGen et le plasmide pGL3-

Promoter Vector chez Promega. 

Trois constructions plasmidiques ont été réalisées. Dans les deux premières, le gène 

de l’EPORT a été cloné dans le plasmide pGL3 en aval du promoteur SV40 en présence 

ou non d’éléments HRE (x4). Dans la troisième, l’EPORT a été cloné dans le plasmide 

pSELECT en aval d’un promoteur fort EF1 (Elongation Factor-1α) et à la place du gène 

de la thymidine kinase. Ces travaux de clonage ont été réalisés par recombinaison 

homologue à l’aide du kit In-Fusion® Advantage PCR Cloning (Clontech). Pour cela, le 

gène de l’EPORT a été amplifié par PCR à l’aide de la Platinium® Taq DNA Polymerase 

High Fidelity (Invitrogen) en se servant du plasmide pBCMGS-Neo-EPOR-T comme 

matrice et en utilisant deux paires d’amorces différentes. Ces amorces possèdent sur leur 

partie 5’ une région de 15pb complémentaire des extrémités du plasmide linéarisé, ce qui 

permet le clonage par recombinaison homologue. La première paire a permis d’amplifier 

et d’intégrer le gène de l’EPORT dans le plasmide pSELECT-zeo-HSV1tk digéré par NcoI 

et NheI : Sens = 5’-TCA CCG GTC ACC ATG GAC CAC CTG GGG GCG TCC CTC-3’ ; 

Antisens = 5’-TGT CTG GCC AGC TAG TCA GAG AGG CCT GCA GTT TGG-3’. La 

seconde paire a permis d’intégrer le gène de l’EPORT dans les plasmides pGL3-Promoter 

Vector et pGL3-HRE-SV40 digérés par NcoI et XbaI : Sens = 5’-GGT AAA GCC ACC ATG 

GAC CAC CTC GGG GCG TCC CTC-3’ ; Antisens = 5’-CCG CCC CGA CTC TAG TCA 

GAG AGG CCT GCA GTT TGG-3’. Les plasmides obtenus sont nommés pSELECT-

EPORT, pGL3-EPORT et pGL3-HRE-EPORT. 

Tous les plasmides digérés et les produits PCR ont été purifiés par électrophorèse sur 

gel d’agarose 1% avant d’être extraits du gel grâce au kit Nucleospin® Gel and PCR Clean 

up (Macherey-Nagel). 

Toutes les constructions générées ont été amplifiées par transformation bactérienne en 

utilisant la souche One Shot® TOP10 Chemically Competent Cells (Invitrogen). La 

sélection a été réalisée en présence d’ampicilline (Sigma-Aldrich) pour les plasmides 

pGL3 ou en présence de zéocine (InVivogen) pour les plasmides pSELECT. L’extraction 

des plasmides a ensuite été réalisée en utilisant le kit Nucleospin® Plasmid (Macherey-
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Nagel). La quantité et la pureté de l’ADN ont été mesurées par mesure de l’absorbance à 

280, 260 et 230 nm. Toutes les constructions ont été vérifiées par digestion enzymatique 

suivie d’une électrophorèse sur gel d’agarose 1% puis par séquençage (Genoscreen, Lille, 

France). 

I I .  S Y N T H E S E  D E S  Z E O L I T H E S  

La synthèse des zéolithes FAU-X a été assurée par le Laboratoire Catalyse et 

Spectrochimie de l’ENSICAEN (UMR 6506, CNRS, Université de Caen Normandie, 

ENSICAEN).  

Brièvement, deux solutions A et B sont préparées. La solution A est préparée en 

dissolvant 2,5 g de NaOH (Sigma-Aldrich) dans 3,0 g d’H2O, puis 0,297 g de poudre 

d’aluminium (Alfa Aesar) est ajouté lentement au mélange. La solution B est préparée en 

dissolvant 1,1 g de NaOH dans 1,0 g d’H2O, puis en mélangeant avec 10 g de Ludox HS-

30 (SiO2, Sigma-Aldrich). Ce mélange est ensuite placé dans une étuve à 100°C pendant 

5 min. La solution A est ensuite ajoutée à la solution B goutte à goutte sur glace et sous 

agitation. Le mélange est laissé sous agitation 24h à température ambiante puis 

déshydraté et placé pendant 24h à 50°C pour la cristallisation. Le produit final est ensuite 

purifié par centrifugation/ resuspension dans de l’eau double distillée. 

Le processus d’échange d’ions est réalisé pendant 1h à température ambiante en 

mélangeant les zéolithes avec une source d’ions selon un ratio 1:5. Le produit final est 

ensuite purifié par centrifugation/ resuspension dans de l’eau double distillée jusqu’à 

obtenir un pH de 7. 

I I I .  M E T H O D O L O G I E  I N  V I T R O  

A. CULTURE CELLULAIRE 

1. LIGNEES CELLULAIRES  

Les lignées cellulaires U87-MG, U251-MG, HEK 293, bEnd.3 et THP1 ont été utilisées. 

Les lignées U87-MG (Malignant Glioma, American Type Culture Collection, ATCC) et 

U251-MG (National Cancer Institute) ont été établies à partir de biopsies humaines de GB 

et les cellules HEK 293 (ATCC) à partir de cellules de reins embryonnaires humaines. Les 

cellules sont maintenues en culture dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-1g/L de 

glucose (DMEM, Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal 

décomplémenté (dSVF, Eurobio), 2mM de glutamine (Sigma-Aldrich) et de la pénicilline 

(1000 U/ml)/ stréptomycine (100 µg/ml) (Sigma-Aldrich) sous atmosphère humide, à 5% 
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de CO2 et à 37°C. A confluence, les cellules sont rincées avec du tampon phosphate à 

0,01M (PBS, Sigma-Aldrich). Et détachées de leur support de culture par traitement avec 

une solution de trypsine-EDTA (trypsine 2,5% ; EDTA 2%, Sigma-Aldrich) pendant 5 min 

à 37°C. L’action de la trypsine est inhibée par ajout d’un excès de milieu de culture 

contenant du dSVF. Les cellules sont ensuite centrifugées à 300g pendant 5 min, 

resuspendues dans du milieu de culture frais et ensemencées sur de nouveaux supports 

de culture avec une densité plus faible.  

Les cellules bEnd.3 (ATCC) ont été établies à partir de cellules endothéliales de cortex 

cérébral de souris mus musculus. Elles sont cultivées dans du DMEM-4,5g/L de glucose 

(Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10% de dSVF (Eurobio), 2mM de glutamine (Sigma-

Aldrich) et de la pénicilline (1000U /ml)/ stréptomycine (100 µg/ml) (Sigma-Aldrich) sous 

atmosphère humide, à 5% de CO2 et à 37°C. A confluence, la même procédure décrite ci-

dessus pour les cellules humaines est appliquée. 

Les cellules THP1 (ATCC) ont été établies à partir de monocytes de sang périphérique 

humain. Elles sont cultivées dans du Roswell Park Memorial Institute’s medium (RPMI)-

4,5g/L de glucose (Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10% de dSVF (Eurobio), 2mM de 

glutamine (Sigma-Aldrich) et de la pénicilline (1000U /ml)/ stréptomycine (100 µg/ml) 

(Sigma-Aldrich) sous atmosphère humide, à 5% de CO2 et à 37°C. 

Les expériences en hypoxie ont été réalisées en chambre à hypoxie (IN VIVO2 500, 

3M) réglée au pourcentage d’O2 souhaité, à 37°C avec 5% de CO2, le reste étant complété 

avec de l’azote. A l‘introduction des cellules dans la chambre, le milieu de culture est 

remplacé par le même milieu préalablement équilibré pendant 30 min avec le gaz de la 

chambre. Les ARNm totaux sont extraits immédiatement à la fin de l’hypoxie. 

2. CULTURES PRIMAIRES D’ASTROCYTES 

Des cortex cérébraux sont prélevés sur des nouveau-nés de souris SWISS (CURB, 

Université de Caen Normandie) sous une loupe binoculaire, puis les méninges en sont 

retirées. Les cortex sont ensuite dissociés pour obtenir une suspension cellulaire. Les 

cellules sont maintenues en culture dans du DMEM-4,5g/L de glucose (Sigma-Aldrich) 

supplémenté avec 10% de dSVF (Eurobio), 10% de sérum de cheval décomplémenté 

(Eurobio), 2mM de glutamine (Sigma-Aldrich) et de la pénicilline (1000U /ml)/ 

stréptomycine (100 µg/ml) (Sigma-Aldrich) sous atmosphère humide, à 5% de CO2 et à 

37°C. A environ 80% de confluence le milieu est remplacé par le même milieu frais. 
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3. CULTURES PRIMAIRES DE NEURONES/ASTROCYTES CORTICAUX  

Les cultures sont préparées à partir d’embryons (E14) de souris SWISS (CURB, 

Université de Caen Normandie) sur lesquels le cortex cérébral est prélevé. Les cortex sont 

ensuite dissociés dans du DMEM-4,5 g/L de glucose à 37°C pour obtenir une suspension 

cellulaire. Les cellules sont ensuite ensemencées sur des plaques préalablement 

recouvertes avec une solution de laminine à 0,02 mg/ml (Invitrogen) et de poly-D-lysine à 

0,1 mg/ml (Sigma-Aldrich) et maintenues en culture dans du DMEM-4,5g/L de glucose 

(Sigma-Aldrich) supplémenté avec 5% de dSVF (Eurobio), 5% de sérum de cheval 

décomplémenté (Eurobio) et 2mM de glutamine (Sigma-Aldrich) sous atmosphère 

humide, à 5% de CO2 et à 37°C. Les cultures de neurones/astrocytes sont utilisées après 

12 jours de culture.  

4. CULTURE DE BACTERIES 

Un stock de E. Coli congelé (-80°C) dans du glycérol est inoculé dans un tube de 15 ml 

contenant 10 ml de milieu de culture LB liquide (Sigma-Aldrich) et mis en culture pendant 

une nuit à 37°C sous agitation (220 rpm). Le lendemain, la culture est diluée dans du 

milieu de culture LB frais contenant des concentrations croissantes de zéolithes (50, 100 

et 400 µg/ml) pour obtenir des suspensions à 5% (v/v) de la culture de nuit. Ces 

suspensions bactériennes sont distribuées dans des plaques 96 puits (100 µl par puits) et 

mises en culture à 37°C sous agitation pendant le temps de l’expérience. La croissance 

bactérienne est évaluée par mesure de la densité optique à 600 nm toutes les 15 min à 

l’aide d’un spectrophotomètre de plaques (Asys UVM 340, Biochrom Ltd.). Les témoins 

négatifs consistent en du milieu frais contenant uniquement les zéolithes. 

5. TRANSFECTIONS CELLULAIRES 

Pour les transfections, les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits à une 

densité de 250 000 cellules par puits. Vingt-quatre heures plus tard, les cellules sont 

transfectées en utilisant la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) suivant le protocole du 

fournisseur. Le milieu est changé 6 heures plus tard. 

6. EXPOSITION AUX NANOZEOLITHES 

Les cellules sont exposées aux zéolithes sous forme de suspensions colloïdales dans 

de l’eau pure ajoutées directement dans leur milieu de culture. L’exposition témoin a 

consisté à l’ajout du même volume d’eau pure dans le milieu de culture. 
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B. TESTS DE TOXICITE 

1. ÉVALUATION DE LA VIABILITE CELLULAIRE 

La viabilité cellulaire est évaluée par test colorimétrique utilisant le WST-1 (Roche) sur 

des cellules ensemencées en plaque 24 puits de manière à ce que les cellules de la 

condition témoin soient à environ 80% de confluence le jour de la réalisation du test. 

Brièvement, au moment du test, le milieu est remplacé par du milieu frais contenant 10% 

(v/v) de réactif WST-1 et les cellules sont remises à 37°C pendant 1 à 2h suivant la densité 

cellulaire. Le surnageant est ensuite prélevé en triplicat pour réaliser une mesure 

d’absorbance à 480 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Biochrom ASYS UVM 340). 

2. ANALYSE DU CYCLE CELLULAIRE PAR CYTOMETRIE EN FLUX 

Les expériences de cytométrie en flux ont été réalisées sur un cytomètre en flux 

GalliosTM (Beckman Coulter SAS) et les données analysées avec le logiciel Kaluza® 

(Beckman Coulter SAS) sur la plateforme SFR ICORE (Interactions Cellules-Organismes-

Environnement) de l’université de Caen-Normandie.  

La préparation des cellules à l’analyse en cytométrie en flux nécessite de les détacher 

de leur support de culture, tel que cela a été décrit dans le paragraphe III.A.1. Néanmoins, 

afin de conserver les cellules mortes et les débris cellulaires, le surnageant est conservé 

et sert à l’inhibition de la trypsine. Les cellules sont ensuite fixées à l’éthanol 70% et 

conservées à -20°C. Après rinçage au PBS, l’ADN des cellules est marqué à l’iodure de 

propidium (IP) à l’aide du kit DNA-prep reagents (Beckman-Coulter) selon les instructions 

du fournisseur. 

L’IP est un intercalent fluorescent de l’ADN qui 

absorbe à 450 nm et émet à 650 nm et dont l’intensité 

de fluorescence émise est directement 

proportionnelle à la quantité d’ADN dans la cellule 

(Figure 52). Il est ainsi possible de discriminer les 

cellules en fonction de leur quantité d’ADN qui est 

directement reliée à leur état d’avancement dans les 

différentes phases du cycle cellulaire. Les cellules en 

phase G0/G1 ont une certaine quantité 2n d’ADN 

tandis que les cellules en phase G2/M, qui ont 

dupliqué la totalité de leur patrimoine génétique, ont 

une quantité 4n d’ADN. Les cellules en phase S, en 

cours de réplication, ont une quantité d’ADN comprise 

Figure 52 | Le cycle cellulaire en 

cytométrie en flux. Le profil obtenu 

représente l’intensité de la 

fluorescence en fonction du nombre 

de cellules. Les différentes phases du 

cycle sont délimitées en bleu. 
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entre 2n et 4n. Enfin deux autres phases intermédiaires sont possibles, la phase sub-G1 

où l’on trouve les cellules possédant une quantité d’ADN inférieure à 2n, ce qui correspond 

aux cellules en mort cellulaire dont l’ADN a commencé à être dégradé et la phase sub-G2 

qui correspond aux cellules ayant une quantité d’ADN supérieure à 4n, les cellules 

polyploïdes. 

3. TEST DE FORMATION DES MICRONOYAUX 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits sur des lamelles de verres 

préalablement stérilisées. A l’issue du protocole, les cellules sont rincées au PBS puis 

fixées dans une solution de PBS-0,2M/paraformaldéhyde-4% (PFA) pendant 1h à 4°C. 

Les cellules sont ensuite conservées à 4°C dans du PBS. Les noyaux des cellules sont 

marqués par une solution de Hoechst 33342-10µg/ml dans du PBS contenant du tween-

0,1% sous agitation pendant 30 min à température ambiante. Des images des cellules 

sont acquises à l’aide d’un microscope à fluorescence Leica DMi8, avec un objectif 40x et 

à raison de 5 images par lamelle. Le nombre total de cellules est déterminé par comptage 

des noyaux à l’aide du logiciel imageJ. Les cellules comprenant au moins 1 micronoyau 

sont considérées comme positives.  

4. DETERMINATION DES CASSURES DOUBLE-BRIN DE L’ADN : IMMUNOCYTOCHIMIE 

γH2AX 

Les cellules sont préparées et fixées comme décrit dans le paragraphe III.B.3. Les 

liaisons non spécifiques sont bloquées avec une solution de PBS, tween-0,1%, et 

d’albumine de sérum bovin-3% (BSA). Les cellules sont ensuite mises en contact 

d’anticorps primaires de lapin anti- γH2AX (Cell signalling Technology) dilué 400 fois dans 

une solution de PBS, tween-0,1%, et BSA-1% pendant une nuit sous agitation à 4°C. 

Après avoir été rincées, les cellules sont mises en contact d’anticorps secondaires d’ânes 

anti-anticorps de lapin conjugués à un fluorochrome, un Alexa Fluor® 488 (Invitrogen), 

dilué 200 fois dans une solution de PBS, tween-0,1%, BSA-1% et du hoechst 33342 (10 

µg/ml) pendant 1h sous agitation à température ambiante. Après avoir été rincées, les 

lamelles sont montées sur une lame de verre. Des images des cellules sont acquises à 

l’aide d’un microscope à fluorescence Leica DMi8 et avec un objectif 40x à raison de 5 

images par lamelle. Le nombre total de cellules est déterminé par comptage des noyaux 

à l’aide du logiciel imageJ. Les cellules comprenant au moins 10 foci γH2AX dans leur 

noyau sont considérées comme positives.  
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C. PCR EN TEMPS REEL 

Les ARN totaux sont extraits en utilisant le Kit Nucleospin® RNA (Macherey-Nagel) en 

suivant le protocole du fournisseur. La transcription inverse est ensuite réalisée à partir 

d’1 μg d’ARN de chaque échantillon en utilisant le kit Promega RT (Promega, transcription 

inverse 1h à 42°C) en présence d’oligo-dT (0,5 μg). L’amplification par PCR en temps réel 

est réalisée avec des amorces sens et antisens (Eurogentec) dessinées pour chaque gène 

grâce au logiciel Custom Primers – OligoPerfectTM Designer (life technologies): EPORT 

humain Sens = 5′-CTG ACG CCT AGC GAC CTG GAC C-3′ and Antisens = 5′-GCA GTT 

TGG CTG CAA GAA GCA-3′ ; cyclophiline humaine: Sens = 5’-TAT TCC AGG ATT CAT 

GTG CAG G-3’ ; Antisens = 5’-ACA AGA TGC CAG GAC CTG TAT GC-3’. Les tests sont 

réalisés en triplicats sur un appareil Chromo 4 (Bio-Rad). Le profil d’amplification est le 

suivant : activation, 95 °C pendant 3 min; PCR 40 cycles à 95 °C, 15 s et 60 °C, 1 min. La 

qPCR est faite suivant le protocole du fournisseur en utilisant le kit IQTM SYBR® Green 

Universal Supermix (Bio-Rad). Les résultats sont analysés en utilisant une méthode 

comparant le nombre de cycles nécessaires au gène pour atteindre un seuil fixé et le 

nombre de cycles nécessaires au gène de la cyclophiline pour atteindre ce seuil. Ils sont 

ensuite exprimés en utilisant la formule 2(–ΔCt). 

IV .  E X P E R I M E N T A T I O N  A N I M A L E  

Des rats Wistar et des rats nude athymiques, des souris Swiss et Swiss nude 

athymiques et des marmousets ont été utilisés lors des expériences. Les rats et les souris 

nude, les souris SWISS et les marmousets proviennent d’un élevage interne du Centre 

Universitaire de Ressources Biologiques (CURB) de Caen. Les rats Wistar proviennent 

de chez Janvier Labs. Les rats et les souris nude sont élevés dans un environnement 

répondant aux normes EOPS (Exempt d’Organismes Pathogènes Spécifiques) et nourris 

avec des aliments irradiés aux rayonnements γ.  

Tous les animaux sont manipulés sous anesthésie profonde à l’isoflurane (5% pour 

l’induction, 2% pendant les expériences) dans un mélange de 70% de protoxyde d’azote 

et 30% d’oxygène. La température est mesurée à l’aide d’une sonde rectale et maintenue 

à 37,5 ± 0,5°C durant toutes les procédures. Toutes les procédures expérimentales ont 

été réalisées sous couvert et après acceptation du comité régional d’éthique et du 

ministère de l’enseignement supérieur, de la recherche et de l’innovation. 
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A. ETUDE DES PARAMETRES PHYSIOLOGIQUES APRES INJECTION DE ZEOLITHES 

CHEZ DES ANIMAUX SAINS 

Des injections intrapéritonéales de 100 µl de solutions de Na-X ou de Gd-X à 1% ou 

d’eau pure en tant que témoin, sont réalisées sur des souris SWISS saines pendant 5 

jours consécutifs. Dès la première injection, le poids des animaux est mesuré tous les 

jours pendant 30 jours. 

Des injections intraveineuses de 300 µl d’une solution de Fe-X à 1% ou d’eau pure en 

tant que témoin sont réalisées sur des rats Wistar sains. Un ou 3 jours plus tard, la rate, 

le foie et les reins sont prélevés, fixés avec du PFA à 4% et immergés dans une solution 

de sucrose -30% cryoprotectrice (Sigma-Aldrich) pendant 48h avant stockage à -80°C. La 

présence de Fe-X est détectée sur des coupes de tissus de 20 µm d’épaisseur, obtenues 

à l’aide d’un microtome à congélation, en utilisant une coloration de Perl. Les coupes sont 

mises en contact d’une solution de ferricyanure de potassium-2% (réactif de Perl, Sigma-

Aldrich) dans 2% de HCl, rincées et colorées à l’éosine. 

Une solution de 1% de Gd-X ou de l’eau pure en tant que témoin est dans un premier 

temps saturée en CO2 (Figure 53). Des injections intraveineuses de 300 µl de ces 

solutions sont réalisées sur des rats Wistar sains. Des échantillons sanguins sont ensuite 

prélevés toutes les 5 min via un cathéter artériel et la pression partielle en CO2 et le pH 

du sang de ces échantillons sont mesurés en utilisant un analyseur RapidLab 348 

(Siemens). 

Une solution de 1% de Gd-X ou de l’eau pure en tant que témoin sont injectées par voie 

intraveineuse chez un marmouset mâle de 309 g. La pression artérielle et le rythme 

cardiaque sont mesurés pendant toute la durée de l’expérience. 
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Figure 53 | Saturation des zéolithes en gaz et suivi physiologique des animaux. A. Les 

zéolithes en suspension dans de l’eau pure sont placées dans un flacon fermé par un bouchon en 

caoutchouc hermétique. Une aiguille à laquelle est reliée une arrivée de gaz plonge dans la solution 

et une deuxième permet la sortie du gaz de la bouteille. Ce dispositif est maintenu pendant au 

moins 30 min. B. Schéma de l’installation permettant le suivi des paramètres physiologiques des 

animaux après injection de zéolithes chargées en CO2. 

B. MODELES ORTHOTOPIQUES DE GLIOBLASTOME 

De manière générale, les cellules sont préparées comme décrit dans le chapitre III.A.1, 

puis suspendues dans du PBS avant l’implantation dans le striatum droit de rats ou de 

souris. Les animaux sont anesthésiés et placés dans un cadre stéréotaxique et le scalp 

est incisé le long de la suture sagittale. Un trou de 1 mm de diamètre est percé dans le 

crâne selon les coordonnées stéréotaxiques indiquées dans le Tableau 5 pour les rats et 

les souris, ce qui permet une injection dans le caudato-putamen droit. Les cellules sont 

ensuite injectées en 6 min via une aiguille fine (30G) connectée à une seringue Hamilton. 

L’aiguille est ensuite lentement retirée et la craniotomie scellée. 

Tableau 5 | Coordonnées stéréotaxiques pour l’implantation de tumeurs dans le striatum 

droit de rats et souris. 

 Rat Souris 

Latéral 3 2,2 

Profondeur 5,5 4,5 

Bregma 0 0 
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V .  I M A G E R I E  P A R  R E S O N A N C E  M A G N E T I Q U E  

Les études en IRM ont été réalisées sur un appareil Pharmascan® (Bruker) de 7T 

présent sur la plateforme d’imagerie biomédicale Cyceron. Cet appareil dédié au petit 

animal est équipé d’un aimant horizontal, d’un berceau et de deux antennes 

d’émission/réception adaptées aux têtes de rats et souris. Les données ont été acquises 

avec le logiciel Paravision 6.0.1 (Bruker). 

A. MESURES DE RELAXIVITE 

Les zéolithes Fe-X et Gd-X ainsi que le Dotarem® (Guerbet) sont dilués dans de l’eau 

pure à des concentrations en gadolinium allant de 0,127 à 0,3175 mM pour les Gd-X et 

6,35 à 0,635 mM pour le Dotarem® et des concentrations en fer allant de 4,529 à 7,548 

pour les Fe-X. Les solutions sont placées dans des microtubes montés sur un support en 

plastique. Les acquisitions par IRM sont effectuées à température ambiante. Une 

séquence FLASH (Fast Low Angle Shot ; TR [temps de répétition]/TE [temps d’écho] = 

100/4 ms) est tout d’abord réalisée afin de positionner les séquences suivantes. Les 

images pondérées T1 (T1-w) sont acquises à l’aide de séquences FAIR-RARE (Flow 

Sensitive Alternating Inversion Recovery and Rapid Acquisition with Relaxation 

Enhancement) avec des paramètres différents pour les Gd-X (TR: 780 ms, TE: 4.73 ms, 

TI: augmentation de 6,16 ms à 750 ms suivant une fonction géométrique, facteur RARE 

de 4, matrice image: 128 × 128, 1 coupe avec une épaisseur de 3 mm pour un temps total 

d’acquisition de 16 min 38 sec) et les Fe-X (TR: 5,157 ms, TE: 4.73 ms, TI: augmentation 

de 6,2 ms à 5000 ms suivant une fonction géométrique facteur RARE de 32, matrice 

image: 128 × 128, 1 coupe avec une épaisseur de 3 mm pour un temps total d’acquisition 

de 13 min 45 sec). Les images pondérées T2 (T2-w) sont acquises à l’aide de séquences 

MSME (Multi-Slice Multi-Echo) avec des paramètres différents pour les Gd-X (TR: 1500 

ms, TE entre 10 et 100 ms par paliers de 10 ms (total = 10 échos), matrice image: 192 × 

192, 1 coupe avec une épaisseur de 5 mm pour un temps total d’acquisition de 4 min 48 

sec) et Fe-X (même chose, TE entre 6,8 et 68,11 ms par palier de 6,81 ms (total = 10 

échos)). 

L’analyse des images est réalisée à l’aide des logiciels Paravision 6.0.1 (Bruker), 

MATLAB R2012b et imageJ. Les valeurs de R1 et R2 (qui correspondent à l’inverse des 

valeurs T1 et T2 calculées respectivement) sont exprimées graphiquement en fonction de 

la concentration de fer et de gadolinium par point expérimental et la pente de la courbe 

obtenue correspond à la relaxivité du composé étudié (en s−1.mM−1). 
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B. IMAGERIE DU VOLUME TUMORAL 

Pour déterminer le volume tumoral, des examens IRM sont réalisés une fois par 

semaine. Les tumeurs sont imagées à l’aide d’une séquence RARE (Rapid Acquisition 

with Relaxation Enhancement, facteur d’accélération de 8, TR/TE = 5000/62.5 msec, 

nombre d’expériences (NEX) = 2, 20coupes contiguës, résolution = 0,15x0,15x0,50 mm, 

temps d’acquisition = 4 min). Les tumeurs sont ensuite délimitées manuellement sur le 

logiciel imageJ. 

C. DETECTION DES FE-X ET DES GD-X PAR IRM 

Les expériences sont menées sur des rats porteurs de tumeurs. Après une séquence 

FLASH et une séquence RARE, 300 µl d’une solution à 1 % de Fe-X ou Gd-X est 

administrée aux animaux par voie intraveineuse. Des séquences T2*-EPI (Echo Planar 

Imaging) (TR/TE=20 000/12 ms, NEX=3, 50 coupes, résolution = 0.3×0.3×0.3 mm) ou T1-

w-FLASH (TR/TEeff=500/10,32 ms; NEX=1; 10 coupes; résolution=0.15×0.15×1.5 mm; 

temps d’acquisition=2 min) sont utilisées pour acquérir des images avant et toutes les 2 

minutes après l’injection de Fe-X ou Gd-X respectivement. 

D. CARTES DE VOLUME SANGUIN CEREBRAL ET DE SATURATION EN OXYGENE 

En ce qui concerne le protocole d’imagerie pour évaluer les effets fonctionnels sur la 

vascularisation et l’oxygénation tissulaire, avant l’injection de l’agent de contraste, 5 

images T2*-w (TR=20 000 ms, NEX=3, 50 coupes, résolution = 0.3×0.3×0.3 mm) et 4 

images T2-w-EPI (TR=20 000 ms, NEX=3) sont acquises avec différents temps d’écho 

(TE pour le T2*-w=12, 15, 18, 21 et 24 ms et pour le T2-w=40, 60, 80 et 100 ms). Une 

injection intraveineuse de P904® (200 µmol.kg-1, Guerbet Research) est ensuite réalisée 

suivie d’acquisitions d’images T2*-w (TE=12 ms) avant et toutes les 5 minutes après 

injection intraveineuse de 300 µl de zéolithes (Na-X ou Gd-X et chargées en CO2, en 

Carbogène ou sans gaz) à 1% wt. En conséquence, pour chaque animal, les cartes de 

volume sanguin cérébral sont obtenues sous deux conditions : ligne de base et après 

administration de zéolithes (Figure 54). L’analyse des images est réalisée sur le logiciel 

ImageJ à l’aide de macros développées au sein du laboratoire (Chakhoyan et al. 2016). 
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Figure 54 | Protocole expérimental pour l’acquisition des cartes de volume sanguin cérébral 

et de saturation en oxygène. 

Les cartes de saturation en oxygène sont dérivées de l’équation publiée par Christen et 

Lemasson (Christen et al. 2014). Brièvement, les cartes sont calculées en fonction du 

signal T2*-w après correction des inhomogénéités de champs magnétique (B0), du 

volume sanguin, et des valeurs de T2. Des cartes de saturation en oxygène sont générées 

pour chaque animal avant et après administration de zéolithes. 

V I .  A N A L Y S E S  S T A T I S T I Q U E S   

Les données ont été analysées avec le logiciel JMP (SAS) en fixant un seuil de 

significativité à 0,05. Les tests utilisés sont décrits sous chaque figure.
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R E S U LTAT S  

I .  D E V E L O P P E M E N T  D E  C O N S T R U C T I O N S  I N D U C T I B L E S  P A R  

L ’ H Y P O X I E  P O U R  L ’ I N H I B I T I O N  D E  L ’ E R Y T H R O P O Ï E T I N E  D A N S  

L E S  G L I O B L A S T O M E S  

A. OBJECTIFS 

L’objectif de cette première partie est de mettre au point une stratégie de vectorisation 

active permettant d’inhiber les facteurs induits par l’hypoxie, plus particulièrement l’EPO. 

Nous avons vu en introduction que les macrophages représentent une population 

cellulaire de choix dans le cadre du ciblage actif des GB notamment du fait du tropisme 

que la tumeur exerce sur ceux-ci (Figure 55). 

 

Figure 55 | Représentation schématique du lien entre l’hypoxie et la synthèse d’EPO, la 

prolifération cellulaire, la résistance aux traitements et le tropisme pour les macrophages. 

La synthèse d’EPO est plus importante à mesure que l’hypoxie se fait plus sévère, participant ainsi 

à la prolifération des cellules tumorales, à leur chimio- et radiorésistance. Adapté de Todaro et al. 

2013; Pérès et al. 2014, 2011 et Leblond et al. 2016. 

Nous avons également décrit dans l’introduction une forme tronquée de l’EPOR, qui 

permet la fixation de l’EPO mais ne transmet aucun signal intracellulaire. Nous avons vu 

que lorsqu’il est surexprimé dans le microenvironnement tumoral, l’EPORT agit comme 

un dominant négatif par rapport à la forme entière et permet ainsi d’inhiber la 

signalisation EPO/EPOR et de réduire la croissance tumorale (Pérès et al. 2011). 

Ainsi, la stratégie développée ici est de mettre au point des constructions moléculaires 

permettant une surexpression de l’EPORT par les macrophages. Ces macrophages 

modifiés seraient injectés dans la circulation systémique d’où ils migreraient vers la tumeur 
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afin d’inhiber la signalisation EPO/EPOR dans le microenvironnement tumoral. 

Cependant, il a été montré que la tumeur n’est pas le seul tissu qui exerce un tropisme 

pour les macrophages exogènes (Valable et al. 2007) et une inhibition non spécifique et 

systémique de l’EPO apparaît problématique en raison du rôle hématopoïétique de cette 

cytokine. La stratégie est donc de conditionner l’expression de l’EPORT dans les 

macrophages aux seules conditions d’hypoxie en plaçant l’expression du gène sous 

contrôle d’un promoteur inductible par l’hypoxie puisque contenant des séquences HRE, 

cibles du facteur de transcription HIF. Les macrophages ne surexprimeraient ainsi 

l’EPORT que lors de conditions d’hypoxie sévère, situation rencontrée dans les GB 

(Figure 56). 

 

Figure 56 | Schéma représentatif du principe de fonctionnement des constructions 

inductibles par l’hypoxie. Le gène de l’EPORT est régulé par un promoteur faible contenant des 

séquences HRE. Ceci doit permettre une expression forte de l’EPORT dans des conditions 

d’hypoxie sévère comme dans les glioblastomes et une expression plus faible dans les tissus sains 

normalement oxygénés.  

L’objectif est ainsi de mettre au point des constructions inductibles par l’hypoxie 

véhiculées par des macrophages pour inhiber l’EPO spécifiquement dans les GB et plus 

particulièrement dans les zones les plus hypoxiques (Figure 57). 
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Figure 57 | Schéma représentatif de la stratégie de mise au point de constructions 

inductibles par l’hypoxie pour l’inhibition de l’érythropoïétine dans les glioblastomes. Les 

macrophages sont génétiquement modifiés avec les constructions inductibles par l’hypoxie (A) 

permettant une surexpression de l’EPORT spécifique des conditions d’hypoxie (B). Ces 

macrophages modifiés sont ensuite injectés dans la circulation systémique (C) d’où ils migrent vers 

les régions hypoxiques de la tumeur et surexpriment l’EPORT qui agit en tant que dominant négatif 

par rapport à la forme entière exprimée par les cellules tumorales (D). 

Dans un premier temps, l’effet d’une surexpression de l’EPORT a été testé sur des 

lignées cellulaires de GB afin de valider nos constructions moléculaires. Dans un 

deuxième temps, des constructions inductibles par l’hypoxie ont été mises au point. Elles 

ont d’abord été testées sur les lignées cellulaires de GB avant d’être utilisées sur des 

macrophages. 

B. EXPRESSION DE L’EPORT INDUCTIBLE PAR L’HYPOXIE 

L’expression de l’EPO a tout d’abord été évaluée dans les lignées cellulaires issues de 

GB humains U87-MG et U251-MG. L’analyse de l’expression d’ARNm de l’EPO dans ces 

deux lignées cellulaires a montré que ces cellules ont un niveau d’expression basal de 

l’EPO. De manière intéressante, cette expression augmente lorsque les cellules sont 

cultivées 24h en hypoxie, de 46% et de 97% pour les cellules U251-MG et U87-MG 

respectivement (Figure 58). En accord avec les résultats de Pérès et al. (Pérès et al. 

2011), les cellules U87-MG et U251-MG surexpriment l’EPO en hypoxie. 
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Figure 58 | Expression de 

l’érythropoïétine dans les cellules 

de gliomes U87-MG et U251-MG. 

Quantification par RT-qPCR de 

l’expression d’ARNm de l’EPO après 

24h de culture en normoxie et en 

hypoxie dans des cellules de gliomes 

U87-MG et U251-MG. Moyenne ± SD, 

N=3. 

L’effet de l’inhibition de l’EPO sur des cellules de GB en situation d’hypoxie a ensuite 

été évalué. De manière intéressante, lorsque les cellules sont cultivées en hypoxie en 

présence de récepteur soluble à l’EPO (sEPOR), la prolifération des cellules U251-MG et 

U87-MG est réduite de 23% et de 14% respectivement (Figure 59A).  

Dans un deuxième temps, des constructions moléculaires permettant une expression 

de l’EPORT inductible par l’hypoxie ont été mises au point. Pour cela le gène de l’EPORT 

a été cloné dans un plasmide contenant un promoteur faible SV40 et 4 séquences HRE 

de réponse à l’hypoxie car permettant la fixation du facteur de transcription HIF (Figure 

59B). Un témoin négatif ne contenant pas de séquences HRE ainsi qu’un témoin positif 

contenant un promoteur fort ont également été générés. 

Des cellules U87-MG et U251-MG ont été transfectées de manière transitoire avec ces 

constructions et cultivées en normoxie ou en hypoxie (1% d’O2) (Figure 59C). L’analyse 

de l’expression d’ARNm de l’EPORT par RT-qPCR montre qu’en condition de normoxie, 

les cellules transfectées avec le plasmide inductible expriment l’EPORT à un niveau 

similaire au témoin négatif. Le témoin positif exprime quant à lui de manière importante 

l’EPORT, plus de 35 fois le niveau du témoin négatif. En revanche, en condition d’hypoxie 

l’expression de l’EPORT dans les cellules U87-MG transfectées avec le plasmide 

inductible atteint le niveau du témoin positif alors que le niveau d’expression du témoin 

négatif reste équivalent à celui observé en normoxie. Ces résultats sont également 

observés pour les cellules U251-MG (6 fois plus d’expression en hypoxie) bien que 

l’expression n’atteigne pas le niveau du témoin positif en condition d’hypoxie (Figure 59D). 

De manière intéressante, lorsque les cellules sont cultivées en hypoxie, on retrouve un 

effet de la surexpression de l’EPORT sur la viabilité cellulaire avec une diminution de 

16,4% pour le témoin positif. Une diminution comparable de la viabilité cellulaire est 

observée pour les cellules exprimant l’EPORT de manière inductible par l’hypoxie tandis 

qu’une diminution de seulement 2,4% est observée pour le témoin négatif (Figure 59E). 
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Figure 59 | Expression inductible par l’hypoxie du gène de l’EPORT. A. Evaluation de la 

prolifération de cellules U87-MG et U251-MG en hypoxie en présence de récepteur soluble de 

l’EPO. Moyenne ± SD, N=3. B. Schéma représentant la structure du plasmide pGL3-HRE-EPORT 

permettant l’expression inductible par l’hypoxie du gène de l’EPORT. Des cellules U87-MG (C) et 

U251-MG (D) ont été transfectées avec ce plasmide pGL3-HRE-EPORT, son témoin négatif sans 

séquences HRE (pGL3-EPORT) ou son témoin positif contenant un promoteur constitutif 

(pSELECT-EPORT) puis cultivées en normoxie (21% O2) ou en hypoxie (1% O2). L’expression 

d’ARNm de l’EPORT a été analysée par RT-qPCR. Moyenne ± SD, N=3. E. Les cellules U87-MG 

transfectées ont été cultivées sous hypoxie (1% O2) pendant 72h. La prolifération a été évaluée par 

test WST-1. Moyenne ± SD, N=3. 
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Ces résultats permettent de valider la fonctionnalité des constructions inductibles par 

l’hypoxie. Le plasmide permet une surexpression de l’EPORT en condition d’hypoxie et 

celle-ci a un effet fonctionnel sur les cellules de GB in vitro. Par la suite, les expériences 

ont ainsi pu être conduites en utilisant cette fois-ci des macrophages, dans une logique de 

vectorisation de l’EPORT vers les cellules de GB. 

C. VECTORISATION DE L’EPORT PAR LES MACROPHAGES 

Des macrophages humains de la lignée THP1 ont été infectés par des lentivirus pour 

qu’ils surexpriment l’EPORT, sans spécificité vis-à-vis de l’hypoxie dans un premier temps. 

Des analyses en immunocytochimie ont permis de confirmer cette surexpression (Figure 

60A). Ces macrophages ont été préalablement marqués au BrdU et injectés par voie 

intraveineuse chez des souris porteuses de GB. Les cerveaux des souris ont ensuite été 

prélevés et des coupes ont été analysées en microscopie à fluorescence après que les 

noyaux des cellules aient été marqués au Hoechst 33442. Les images acquises montrent 

qu’une partie des macrophages marqués a migré vers la tumeur (Figure 60B). Enfin, des 

souris porteuses de tumeurs U87 ou U251 ont subi deux injections de ces macrophages 

et la croissance tumorale a été suivie par IRM. Les résultats montrent que l’injection de 

macrophages surexprimant l’EPORT est efficace pour réduire la croissance tumorale du 

modèle de GB U251 de près de 50%, mais pas le modèle U87 (Figure 60C). 

 

Figure 60 | Vectorisation de l’EPORT par des macrophages. A. Des macrophages humains de 

la lignée THP1 ont été infectés par des particules lentivirales vectrices du gène de l’EPORT. 

Marquage en Immunocytochimie de l’EPORT (vert) et des noyaux au Hoechst 33442 (bleu). B. Des 

cellules THP1 marquées au BrdU (vert) ont été injectées par voie intraveineuse chez des souris 

porteuses de tumeurs U87. C. Des cellules THP1-EPORT ou THP1 témoin ont été injectées par 

voie intraveineuse chez des souris porteuses de tumeurs U87 et U251 à J21 et J28. La croissance 
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tumorale a été mesurée par IRM T2-w. Moyenne ± SD, N=4. p<0,07 après une ANOVA. Travaux 

de Master 2 du Dr. Aurélie Gérault. 

Cependant dans ces expériences, il n’y a pas de spécificité d’expression de l’EPORT 

vis-à-vis de la tumeur. Des macrophages de la lignée humaine THP1 ont ainsi été 

transfectées avec les constructions moléculaires inductibles par l’hypoxie et placées en 

co-culture avec des cellules U251-MG wild-type (Figure 61A). En condition de normoxie, 

la présence de ces macrophages surexprimant l’EPORT pendant 72h permet une 

diminution du nombre de cellules U251-MG de près de 9 % seulement pour le témoin 

positif. Le témoin négatif et les macrophages exprimant l’EPORT de manière inductible 

par l’hypoxie n’ont pas d’influence sur le nombre de cellules U251-MG. En revanche 

lorsque la co-culture est réalisée en condition d’hypoxie, les macrophages exprimant 

l’EPORT de manière inductible permettent une diminution du nombre de cellules U251-

MG comparable à celle obtenue avec le témoin positif, avec une diminution de 19 % 

(Figure 61B). Il est intéressant de noter que l’inhibition de l’EPO par l’EPORT est plus 

efficace pour réduire la prolifération cellulaire en condition d’hypoxie qu’en condition de 

normoxie lorsque l’on s’intéresse au témoin positif. 

 

Figure 61 | Effet de la vectorisation de l’EPORT par des macrophages (THP1) sur la 

prolifération de cellules de gliome (U251-MG) in vitro. A. Schéma représentant la méthodologie 

employée pour la co-culture. Les cellules THP1 ont été transfectées avec le plasmide pGL3-HRE-

EPORT, son témoin négatif sans séquences HRE (pGL3-EPORT) ou son témoin positif contenant 

un promoteur constitutif (pSELECT-EPORT) puis cultivées en normoxie ou en hypoxie (1% O2) 

avec des cellules U251-MG. Après 72h de co-culture, les cellules THP1 ont été éliminées et les 

cellules U251-MG ont été dénombrées. B. Quantification de la viabilité cellulaire à l’issue de 

l’expérience. Moyenne ± SD, N=3; (*p<0.0001, test t de Student après une ANOVA significative). 

Il semble donc que le plasmide inductible permet une expression fonctionnelle de 

l’EPORT par les macrophages spécifiquement en condition d’hypoxie et que celle-ci 
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permet une inhibition de l’EPO conduisant à un ralentissement de la prolifération des 

cellules tumorales in vitro. 

D. CONCLUSIONS & DISCUSSION 

Ces résultats confirment le rôle de la signalisation EPO/EPOR dans la prolifération des 

cellules de GB in vitro. En cela, ils corroborent les études qui ont montré le rôle majeur 

que pouvait jouer l’EPO dans la progression et la croissance des GB (Pérès et al. 2011; 

Mohyeldin et al. 2007; Hardee et al. 2006). Les résultats soulignent également l’intérêt de 

la surexpression de l’EPORT pour inhiber cette signalisation. 

Cependant, cette approche utilisant l’EPORT en tant que récepteur dominant négatif 

souffre d’un manque de spécificité car elle nécessite une injection de macrophage par 

voie intraveineuse et il a été montré que des macrophages ainsi administrés se retrouvent, 

en plus du site tumoral, dans d’autres organes tels que le foie, les reins ou la rate qui 

participent à la synthèse d’EPO chez l’adulte (Valable et al. 2007). Les travaux présentés 

dans la deuxième sous-partie visent à trouver une stratégie permettant d’augmenter cette 

spécificité de l’inhibition de l’EPO vis-à-vis de la tumeur en utilisant son caractère 

hypoxique. C’est dans ce but qu’ont été développées les constructions inductibles par 

l’hypoxie présentées ci-dessus. 

Le plasmide pGL3-HRE-EPORT s’est bien avéré inductible par l’hypoxie. On observe 

en effet une augmentation de l’expression du gène de l’EPORT pour des cellules 

transfectées avec ces plasmides par rapport aux témoins sans séquences HRE et ce, 

seulement en condition d’hypoxie. Ces résultats, qui restent à confirmer, sont en accord 

avec ceux observés par Muthana et al. et Kim et al. (Kim et al. 2014; Muthana et al. 2013), 

la présence de ces séquences dans les régions régulatrices des gènes permet de rendre 

leur expression spécifique des conditions d’hypoxie. 

La transfection de cellules avec ce plasmide inductible et la mesure de la prolifération 

ont permis de montrer que l’induction de l’expression de l’EPORT par l’hypoxie se 

traduisait, in vitro, au niveau fonctionnel. Les résultats montrent que l’ajout de motifs HRE 

dans les séquences régulatrices des gènes permet de réduire la prolifération cellulaire par 

rapport au témoin sans motifs HRE en condition d’hypoxie. Il faut toutefois mentionner que 

l’effet observé in vitro sur la réduction de la prolifération demeure relativement faible. 

In vivo, les premières expériences de vectorisation de l’EPORT par les macrophages 

ont été efficaces pour réduire la croissance du modèle de GB U251 mais pas pour le 

modèle U87. De manière intéressante, une étude en TEP [18F]-FMISO réalisée dans le 
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laboratoire a montré que ces deux modèles ne présentent pas le même statut hypoxique. 

Le modèle U87 est un modèle bien vascularisé et peu hypoxique en comparaison du 

modèle U251, moins bien vascularisé (Corroyer-Dulmont et al. 2013). De plus, une autre 

étude a montré que les macrophages sont retrouvés principalement dans les zones 

hypoxiques des tumeurs. Ces travaux ont ainsi montré qu’un nombre plus important de 

macrophages est retrouvé dans le modèle U251 en comparaison au modèle U87 (Figure 

62) (Leblond et al. 2016). 

 

Figure 62 | Relation entre hypoxie et présence de macrophages dans les modèles de 

glioblastome U87 et U251. L’hypoxie est détectée par TEP [18F]-FMISO dans les deux modèle de 

glioblastome U87 et U251. La présence de macrophages, révélée par le marqueur CD68 en 

immunohistologie, est plus importante dans le modèle U251 qui est le plus hypoxique. Adapté de 

Corroyer-Dulmont et al. 2013 et Leblond et al. 2016. 

Ce tropisme plus important de la tumeur pour les macrophages lorsque celle-ci est 

hypoxique pourrait ainsi expliquer pourquoi la stratégie de vectorisation de l’EPORT par 

les macrophages est plus efficace pour réduire la croissance du modèle de tumeur U251.  

Ces résultats sont extrêmement encourageants mais cependant, dans ces expériences, 

la surexpression de l’EPORT par les macrophages n’était pas spécifique de la tumeur. Le 

risque avec cette approche est donc d’inhiber de façon systémique la signalisation 

EPO/EPOR au risque de créer de graves anémies. 

C’est pour améliorer la spécificité qu’ont été mises au point les constructions inductibles 

par l’hypoxie. La co-culture de macrophages transfectés avec ces constructions 

inductibles permet d’inhiber la prolifération des cellules de GB en condition d’hypoxie, de 

manière modérée toutefois. Ces résultats permettent d’envisager l’application de cette 

stratégie in vivo pour vectoriser de manière active l’EPORT sur le site tumoral. Cependant, 
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l’une des limites techniques de cette étude repose sur la modification du génome des 

macrophages qui doit être stable pour envisager une application in vivo, ce qui n’a pas été 

le cas ici lors des transfections qui n’étaient que transitoires et qui permettent d’avoir de 

grandes quantités de plasmides. Les macrophages sont particulièrement difficiles à 

transfecter, notamment les cultures primaires. La suite de cette étude repose donc 

probablement sur le développement d’autres stratégies de biologie moléculaire telle que 

l’infection lentivirale afin de pallier à la faible efficacité de transfection. Afin d’initier cette 

approche, une formation à la production de lentivirus a pu être mise en place en 

collaboration avec le laboratoire « Ingénierie Moléculaire et Physiopathologie Articulaire » 

(IMoPA) (UMR 7365, CNRS, Université de Lorraine) dans le but de développer cette 

méthodologie au sein de notre unité. Cependant, les constructions moléculaires 

qu’implique la combinaison de la production lentivirale avec la surexpression de l’EPORT 

inductible par l’hypoxie sont particulièrement difficiles à réaliser. De ce fait, cette approche 

en est encore au stade de mise au point à l’heure actuelle. 

I I .  U T I L I S A T I O N  D E  N A N O V E C T E U R S  D E  T H E R A P I E S  

G A Z E U S E S  P O U R  R E O X Y G E N E R  L E S  G L I O B L A S T O M E S  

Nous venons de voir une stratégie de vectorisation active visant à inhiber un facteur de 

croissance induit par l’hypoxie. Cependant, bien qu’extrêmement attractives, ces 

stratégies nécessitant des modifications génétiques peuvent se heurter à des difficultés 

techniques pour une mise en place à l’échelle clinique. De plus, la tumeur se repose sur 

une multitude de facteurs pendant sa croissance. L’échappement des GB aux stratégies 

anti-angiogéniques ciblant le VEGF montre bien la capacité d’adaptation de la tumeur et 

la nécessité de ne pas se focaliser sur un seul facteur. C’est pourquoi il s’avère intéressant 

de développer en parallèle des stratégies agissant plus en amont dans le processus 

hypoxique, en s’attaquant aux causes, c’est-à-dire le manque d’oxygène, plutôt qu’aux 

conséquences. Cette deuxième partie des résultats est ainsi dédiée au développement 

d’une stratégie de vectorisation passive de thérapies gazeuses basée sur des 

nanovecteurs pour réoxygéner spécifiquement les GB. 

Cette étude est divisée en trois parties. Premièrement nous avons sélectionné les 

nanozéolithes les plus appropriées pour cette application biomédicale. Nous avons vu en 

introduction qu’il existe une grande variété de structures au sein des zéolithes, leur 

conférant des propriétés différentes. Le choix s’est porté sur deux types de zéolithes, les 

zéolithes de type FAU et EMT. Ces zéolithes sont proches d’un point de vue structural, 

les zéolithes EMT étant la forme hexagonale des zéolithes FAU (Figure 63). En 
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concertation avec nos collaborateurs 

du Laboratoire Catalyse et 

Spectrochimie (UMR 6506), ce choix 

a été orienté à la fois par des 

questions de chimie, ces deux types 

de structures possèdant un système 

de pores communiquant dans les 

trois dimensions, relativement larges 

en comparaison à d’autres matériaux 

microporeux. Cette propriété leur 

confère d’excellentes capacités 

d’adsorption et de sélectivité, 

notamment vis-à-vis des gaz (Ng et 

al. 2012; Lievens et al. 1992). 

D’autre part, elles ont également été 

sélectionnées pour leur taille 

nanométrique, aux alentours de 20 

nm de diamètre, ce qui les rend 

potentiellement éligibles pour 

bénéficier de l’effet EPR (Maeda et al. 2013). De plus, les modifications post-synthèses, 

notamment l’ajout de cations, permettent de créer un nombre considérable de types de 

zéolithes différents avec chacune des propriétés uniques (Pérez-Ramírez 2012).  

Dans un premier temps, il était nécessaire d’éliminer les nanozéolithes modifiées pour 

augmenter leur affinité vis à vis des gaz d’intérét mais qui risquaient de présenter une 

toxicité trop importante. Cette première partie des travaux a permis d’identifier des 

zéolithes contenant de l’argent comme étant extrêmement toxiques vis-à-vis des cellules 

eucaryotes. Cet aspect a fait l’objet d’une publication dans ACS Applied Materials and 

Interfaces, 2017, Anfray C et al. (doi: 10.1021/acsami.7b00265). 

Dans un deuxième temps, les capacités d’adsorption des gaz, notamment l’O2 et le CO2, 

ont été étudiées pour identifier les nanozéolithes permettant de transporter la plus grande 

quantité de gaz. Cet aspect a fait l’objet d’une publication dans Microporous and 

Mesoporous Materials, 2016, Georgieva V & Anfray C et al. 

(doi:10.1016/j.micromeso.2016.06.015). 

Enfin les nanozéolithes les plus appropriées ont été utilisés dans un modèle de GB in 

vivo. Préalablement chargées en CO2 ou en carbogène, ces zéolithes ont été injectées 

par voie intraveineuse et leur capacité à moduler le volume sanguin et à réoxygéner 

Figure 63 | Structure des zéolithes FAU et EMT. A. 

Structure topologique des zéolithes FAU et EMT. B. 

Images en microscopie électronique à transmission. 

Adapté de Lievens et al. 1992, Awala et al. 2015 et Ng 

et al. 2012. 
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spécifiquement le tissu tumoral a été évaluée par IRM. Ce travail fait l’objet d’un dépôt de 

brevet et une publication est en cours de finalisation (Anfray C et al.). 

A. ETUDE DE LA TOXICITE DES NANOZEOLITHES 

1. LES PARTICULES D’ARGENT LIBRES OU ENCAPSULEES DANS DES NANOZEOLITHES 

PRESENTENT UNE TOXICITE AIGÜE POUR LES CELLULES EUCARYOTES (ARTICLE 1) 

La première partie de cette étude a consisté à sélectionner les nanozéolithes les plus 

adaptées vis-à-vis de la toxicité, notamment sur les cellules cérébrales saines et tumorales 

qui nous intéressent particulièrement. En effet, l’objectif étant de véhiculer des gaz, 

plusieurs expériences d’échange d’ions ont été réalisées avec des cations susceptibles 

d’augmenter l’affinité des zéolithes vis-à-vis de l’oxygène et/ou du CO2. Au cours de ces 

tests, la toxicité de nanocristaux de type EMT contenant de l’argent a été évaluée. Nous 

avons vu en introduction que les Ag-NP, et notamment les zéolithes, possèdent des 

propriétés antibactériennes (Dong et al. 2014). Toutefois, il a été montré que ces NP 

pourraient être à l’origine d’effets délétères dans les poumons, le système 

cardiovasculaire et le SNC (Ge et al. 2014). 

Cependant, jusqu’à présent, la toxicité des nanozéolithes contenant de l’argent n’avait 

jamais été évaluée sur des cellules eucaryotes. Les objectifs de cette étude ont donc été 

d’évaluer la toxicité de ces Ag-NP sur des cellules eucaryotes. Dans un premier temps, 

les zéolithes ont été caractérisées et la présence d’argent confirmée. Puis, leur toxicité a 

été évaluée à la fois sur des cellules procaryotes mais aussi sur des lignées cellulaires 

humaines et des cultures primaires de neurones et d’astrocytes murins. 

Les résultats de cette étude montrent que les zéolithes de type EMT non modifiées ne 

présentent aucune toxicité sur les bactéries E. Coli, sur les cellules tumorales et sur les 

cultures primaires de neurones et d’astrocytes. Cependant, la présence d’argent, introduit 

dans les zéolithes par processus d’échange d’ions, induit une toxicité massive sur ces 

différents types cellulaires. Il apparaît également que, vis-à-vis des cellules, la forme 

cationique de l’argent (Ag+) est plus toxique que la forme réduite (Ag0). 

Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans ACS Applied Materials & Interfaces 
2017, 9 (16), pp 13849–13854 (doi: 10.1021/acsami.7b00265). 

  

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acsami.7b00265
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a) Article 1 

 

“Acute Toxicity of Silver Free and Encapsulated in Nanosized Zeolite for 

Eukaryotic Cells” 

 

Clément Anfray, Biao Dong, Sarah Komaty, Svetlana Mintova, and Samuel Valable 

ACS Applied Materials & Interfaces 

2017 

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acsami.7b00265
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acsami.7b00265
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b) Informations supplémentaires de l’article 1 
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2. ETUDE DE LA TOXICITE DES ZEOLITHES DE TYPE FAU 

Il a été vu en introduction que différents cations peuvent être ajoutés aux zéolithes par 

un processus d’échange d’ions. Les résultats ayant fait l’objet de la publication montrent 

que c’est l’ajout d’ions argent dans la structure qui confère aux zéolithes Ag-EMT leurs 

propriétés anti-bactériennes ainsi que leur caractère toxique vis-à-vis des cellules 

eucaryotes. En revanche, les zéolithes non modifiées ne semblent pas posséder ces 

propriétés de toxicité aux concentrations étudiées. 

La multitude de structures de zéolithes existantes et la possibilité de modifier la 

composition en cation de chacune d’elles permet d’obtenir une diversité extrêmement 

importante de types de zéolithes. Au vu de la toxicité observée avec les zéolithes 

contenant de l’argent, il est intéressant d’évaluer la toxicité de divers types de zéolithes 

afin de sélectionner ceux qui seraient utilisables pour des applications biomédicales. Une 

étude de toxicité vis-à-vis des cellules procaryotes et eucaryotes a ainsi été réalisée avec 

d’autres types de zéolithe. La toxicité de zéolithes de type Faujasite (FAU) contenant 

différents cations (Na, qui correspond à la forme native, Ce, F, Gd, Fe et Li) a été évaluée. 

Le choix des cations a été à nouveau établi en concertation avec nos collaborateurs du 

Laboratoire Catalyse et Spectrochimie en fonction de critères physico-chimiques. Certains 

cations pouvant théoriquement améliorer les capacités de sorption des zéolithes vis-à-vis 

des gaz (Ce, F, Li) tandis que d’autres permettent de les rendre visibles en IRM (Gd) ou 

bien les deux à la fois (Fe). 

Dans un premier temps, l’effet de ces différents types de zéolithes sur la croissance 

bactérienne a été évalué (Figure 64). Au même titre que les zéolithes EMT (Article 1), 

les zéolithes FAU non modifiées (Na-X) n’induisent pas de ralentissement majeur de la 

croissance bactérienne (Figure 64A). L’ajout de cerium (Ce-X) entraîne un ralentissement 

de la croissance bactérienne de 26,94% ±4,35 par rapport au témoin uniquement lorsque 

ces zéolithes Ce-X sont utilisées à forte concentration (400 µg/ml) (Figure 64B). L’ajout 

de fluor, de gadolinium ou de fer n’a en revanche aucune influence sur la croissance 

bactérienne (Figure 64C, D & E). Enfin comme pour le cerium, l’ajout de lithium (Li-X) 

entraîne un ralentissement de la croissance bactérienne de 27,17% ±3,66 par rapport au 

témoin et ce, uniquement lorsque ces zéolithes Li-X sont utilisées à forte concentration 

(400 µg/ml) (Figure 64F). 
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Figure 64 | Effet des nanozéolithes de type FAU contenant différents cations sur la 

croissance de bactéries (Gram négatif) Escherichia Coli. Quantification de la croissance de 

bactéries exposées à des concentrations croissantes de Na-X (A), Ce-X (B), F-X (C), Gd-X (D), F-

X (E) et Li-X (F) pendant 3,5 heures. La croissance bactérienne a été évaluée par mesure de la 

densité optique de la suspension à 600 nm. Moyenne ±écart-type, N=3. Test post-hoc HSD Tukey 

après une ANOVA significative (**p<0,0001 ; *p<0,01 vs groupe témoin (0 µg/ml)). 

La toxicité de ces mêmes types de zéolithes a ensuite été évaluée sur des cellules 

eucaryotes : des cellules de GB humain U87-MG, des cellules de reins humaines HEK 

293 et des cultures primaires d’astrocytes murins (Figure 65). Ces cellules ont été 

sélectionnées pour couvrir un éventail de types cellulaires différents avec des 

caractéristiques propres : lignées cellulaires humaines (U87-MG, HEK 293) et culture 

primaire murine (astrocytes), cellules du SNC (U87-MG, astrocytes) et d’organes 
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périphériques impliqués dans l’élimination (HEK 293). Ces types cellulaires pouvant être 

potentiellement en contact avec des zéolithes après une injection intraveineuse. 

Les résultats montrent que les zéolithes n’ont aucune incidence sur la viabilité des 

cellules U87-MG. Quel que soit le cation incorporé dans les nanozéolithes, il ne semble 

pas y avoir de toxicité sur ces cellules que ce soit après 24 ou 48h d’exposition (Figure 

65A). Les cellules HEK 293 semblent, quant à elles, plus sensibles à la présence des 

zéolithes. Une diminution de la viabilité cellulaire dépendante de la dose de nanozéolithes 

et du temps d’exposition est observée. La diminution de viabilité maximale est obtenue 

après une exposition de 48h à 400 µg/ml de zéolithes Fe-X (-43,16% ±3,12) (Figure 65B). 

Concernant les cultures primaires d’astrocytes, une exposition de 24h aux nanozéolithes 

n’a pas d’influence sur la viabilité cellulaire, quel que soit le cation incorporé. Après 48h 

d’exposition, une diminution de la viabilité cellulaire est observée pour tous les types de 

zéolithes à 400 µg/ml avec un maximum de -54,76% ±3,97 pour les zéolithes F-X. Une 

diminution de la viabilité moins marquée est également observée à 100 µg/ml pour les Na-

X et F-X avec des diminutions de -17,69% ±8,77 et -20,78% ±6,94 respectivement (Figure 

65C). 
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Figure 65 | Viabilité cellulaire après exposition aux nanozéolithes de type FAU. Quantification 

de la viabilité de cellules U87-MG (A), de cellules HEK 293 (B) et d’astrocytes murins (C) après 

exposition pendant 24h et 48h à des concentrations croissantes (50, 100 ou 400 µg/ml) de 

nanozéolithes contenant différents cations. Moyenne ±écart-type, N=3.  

Globalement, ces résultats indiquent que les nanozéolithes de type FAU n’exercent pas 

de toxicité importante sur ces cellules eucaryotes. En effet, il faut exposer les cellules à 

des concentrations importantes de zéolithes Na-X pour observer une diminution 

significative de la viabilité cellulaire. De plus, ces résultats montrent que, contrairement 

aux ions argent, les différents cations ne semblent pas avoir d’influence néfaste sur la 

toxicité de ces zéolithes. 
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Afin d’obtenir une vision plus fine de la toxicité induite par les nanozéolithes, une étude 

des valeurs de concentration inhibitrice médiane (IC50) a été réalisée pour les zéolithes 

Na-X, Gd-X et Fe-X. Ces zéolithes ont été sélectionnées pour leurs propriétés vis-à-vis de 

la soprtion des gaz et de l’IRM, qui seront exposées dans les parties B et C. Les types 

cellulaires précedemment utilisés l’ont été à nouveau en y incluant des cultures primaires 

de neurones murins, qui comptent parmis les cellules les plus sensibles à une potentielle 

toxicité et des cellules de la lignée bEnd.3, cellules endothéliales de rat. Ces dernières ont 

été choisies pour évaluer la toxicité des nanozéolithes sur le compartiment vasculaire. Les 

cellules ont été exposées à des concentrations de nanozéolithes de 1, 10, 50, 100 et 400 

µg/ml pendant 96h (Tableau 6). 

Tableau 6 | Valeurs de concentration inhibitrice médiane (IC50, en µg/ml) des zéolithes Na-

X, Gd-X et Fe-X sur différents types cellulaires après 96h d’exposition. Moyenne ±écart-type, 

N=3. 

 
Types cellulaires 

 
U87-MG bEnd.3 HEK 293 Astrocytes Neurones 

Na-X N/A 152 ±23 301 ±21 90 ±15 125 ±1700 

Gd-X 531 ±136 250 ±63 304 ±23 196 ±31 249 ±801 

Fe-X 702 ±430 168 ±14 167 ±7 199 ±27 N/A 

Il ressort de cette analyse qu’après 96h d’exposition, la concentration médiane 

nécessaire pour inhiber la survie cellulaire est assez homogène d’un type cellulaire à 

l’autre et entre les différents types de zéolithes. La concentration minimale est de 90 ±15 

µg/ml de zéolithes Na-X pour inhiber la survie cellulaire des astrocytes de 50% après 96h. 

Il est intéressant de noter que les cultures primaires de neurones ne semblent pas plus 

sensibles aux nanozéolithes que les lignées cellulaires. Ces résultats confirment 

également que les cellules U87-MG sont les moins sensibles aux nanozéolithes. En effet, 

c’est pour ces cellules que sont obtenues les valeurs d’IC50 les plus élevées, supérieures 

à 500 µg/ml. Par comparaison, les valeurs d’IC50 obtenues avec le TMZ sur les cellules 

U87-MG après des temps d’exposition supérieurs à 48h sont généralement inférieures à 

10 µg/ml (Elhag et al. 2015; Karpel-Massler et al. 2014). 

3. CONCLUSIONS ET DISCUSSION 

Cette étude confirme les propriétés antibactériennes des zéolithes de types EMT 

contenant de l’argent et met en évidence leur forte toxicité vis-à-vis des cellules 

eucaryotes. Elle permet également de mettre en évidence l’absence de toxicité des 
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nanozéolithes de type EMT ne contenant pas d’argent. C’est donc bien la présence 

d’argent au sein de ces NP qui rend celles-ci toxiques et non la NP en elle-même. Il est 

donc indispensable d’évaluer le caractère potentiellement toxique des nanozéolithes à la 

fois après leur synthèse mais également après les éventuelles modifications post-

synthèse. Les résultats supplémentaires obtenus sur les zéolithes de type FAU permettent 

d’exclure une toxicité majeure de ce type de NP sur les cellules eucaryotes et procaryotes. 

Les différents cations incorporés dans ces nanozéolithes FAU ne modifient que très peu 

les propriétés de toxicité de ces zéolithes. 

En conclusion, cette étude illustre l’importance des modifications post-synthèse des 

zéolithes sur leur toxicité. On voit ici que l’ajout d’argent dans des zéolithes EMT, non 

toxiques par eux-mêmes, les rend extrêmement nocifs pour les cellules. En revanche, 

l’ajout d’autres cations dans des nanocristaux de FAU, notamment le fer ou le gadolinium, 

ne rend pas ce type de zéolithe toxique. Du point de vue de la toxicité, ces derniers 

semblent donc appropriés pour le développement d’applications biomédicales. 

B. ETUDE DE L’AFFINITE DES NANOZEOLITHES VIS-A-VIS DES GAZ 

La deuxième partie de l’étude vise à déterminer quels nanozéolithes sont les plus 

adaptées vis-à-vis du transport des gaz, notamment l’oxygène et le CO2. Nous l’avons vu, 

l’intérêt de ces gaz réside dans le fait que l’oxygène permet d’augmenter l’oxygénation 

tissulaire, le CO2 permet d’augmenter le volume sanguin et la perfusion alors que le 

carbogène permet de combiner ces deux propriétés. Nous avons également vu en 

introduction que les zéolithes ont la propriété de pouvoir piéger des gaz et que les 

modifications post-synthèse, notamment l’ajout de cations par échange d’ions permet de 

modifier ces propriétés et en particulier cette faculté de transport de gaz. 

Deux cations ont ainsi été étudiés : le gadolinium et le fer. Ils ont premièrement été 

sélectionnés pour leurs propriétés magnétiques qui les rendent intéressants en tant 

qu’agent de contraste pour l’IRM, dans le cadre d’une utilisation théranostique de ces 

nanozéolithes. De plus, plusieurs études ont montré que l’incorporation de fer dans les 

zéolithes permet d’accroître leur capacité de sorption vis-à-vis des gaz (Malpartida et al. 

2010; Rivallan et al. 2009). Enfin, les études de toxicité décrites dans le chapitre II.A.2 ont 

montré que l’incorporation de ces cations dans les nanozéolithes ne les rend pas toxiques 

vis-à-vis des cellules eucaryotes. 
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1. SYNTHESE DE ZEOLITHES DE TYPE EMT AVEC UNE GRANDE AFFINITE POUR LE CO2 

ET LE NO (ARTICLE 2) 

L’objectif de la première partie de cette étude a donc été de déterminer les modifications 

post-synthèse permettant d’améliorer la capacité de transport de gaz. Parmi ces 

modifications, l’ajout de fer dans les nanozéolithes de type EMT a été testée. Dans un 

premier temps, les capacités de sorption de CO2 ont été mesurées puis la toxicité de ces 

nanozéolithes contenant du fer a été évaluée sur des cellules U87-MG, des cellules HEK 

293 et des cultures primaires d’astrocytes murins. 

Les résultats de cette étude démontrent que la capacité de sorption des nanozéolithes 

EMT vis-à-vis du CO2 est améliorée par l’ajout de fer. Plus la quantité de fer dans les 

zéolithes augmente, plus la capacité de sorption est améliorée. De plus, il est montré que 

ces zéolithes EMT ne présentent pas de toxicité in vitro sur des cellules U87-MG, HEK 

293 et sur des cultures primaires d’astrocytes murins. 

Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans Microporous and Mesoporous Materials 
2016, 232, pp 256-263 (doi:10.1016/j.micromeso.2016.06.015). 

  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1387181116302098
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2. ETUDE DE L’AFFINITE DES ZEOLITHES DE TYPE FAU VIS-A-VIS DE L’OXYGENE ET DU 

CO2 

La deuxième partie de l’étude s’est focalisée sur les nanocristaux de type FAU et l’effet 

de l’incorporation d’ions gadolinium et fer sur leur capacité d’adsorption de l’oxygène et 

du CO2. 

Avant de détailler les résultats, il peut être utile de noter que deux types d’adsorption 

existent en fonction de la nature des interactions entre la molécule adsorbée et la surface 

de l’espèce adsorbante : la physisorption et la chimisorption. La physisorption met en jeu 

des liaisons de faible énergie, la structure de l’atome ou de la molécule adsorbée étant 

ainsi peu perturbée. Elle est observée à des températures relativement basses et la liaison 

est généralement facilement rompue. Au contraire, la chimisorption met en jeu des 

énergies de liaison importantes de type covalente ou ionique et implique de ce fait un 

profond changement dans la structure électronique de la molécule adsorbée. Elle est ainsi 

plus difficilement réversible (Belin et al. 2013). 

a) Capacité de sorption du CO2 

Dans un premier temps, la capacité de sorption des zéolithes vis-à-vis du CO2, avec ou 

sans incorporation de gadolinium, a été évaluée par spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier (FTIR, Fourier Transform InfraRed spectroscopy). Cette technique 

permet de déterminer la composition d’un échantillon grâce à l’analyse de la quantité 

d'énergie absorbée à chaque longueur d’onde d’un faisceau de lumière infrarouge. Le 

spectre obtenu présente des bandes d’absorption pour certaines longueurs d’ondes 

caractéristiques de la présence de composés moléculaires particuliers. Les spectres 

infrarouges ont été enregistrés à température ambiante et sous vide pour des zéolithes 

exposées à une faible pression en CO2 (1,8 mmHg) pendant 3 min et 60 min. Deux régions 

du spectre, situées à 2400-2200 cm-1 et 1800-1000 cm-1, sont prises en compte. Elles 

correspondent respectivement aux deux types d’adsorption du CO2, la physisorption et la 

chimisorption (Belin et al. 2013). 

Un pic intense est ainsi observé à 2352 cm-1 et correspond au CO2 physisorbé. L’aire 

sous la courbe du pic permet de quantifier et d’établir des comparaisons entre les 

différents types de zéolithes (Figure 66). Les résultats mettent en évidence que 

l’incorporation de gadolinium dans les nanozéolithes diminue la quantité de CO2 pouvant 

être physisorbée de près de 2 fois par rapport aux zéolithes Na-X (Figure 66A&B). 

L’incorporation de fer diminue légèrement la physisorption après 3 min mais n’a en 

revanche pas d’influence significative après 60 min (Figure 66C). Ces résultats montrent 
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également que l’adsorption de CO2 est très rapide puisqu’après seulement 3 min, la 

quantité de CO2 adsorbée est déjà sensiblement équivalente à celle obtenue après 60 

min. 

De plus, des pics d’une intensité plus faible sont observés à 1705, 1648 et 1362 cm-1. 

Ces pics sont attribués à des espèces carbonées issues d’une perturbation de la structure 

électronique du CO2 par chimisorption (Ramis et al. 1991). De manière intéressante, les 

spectres ne sont pas identiques entre les zéolithes Na-X, Fe-X et Gd-X, le pic à 1705 cm-

1 est par exemple absent pour les zéolithes Gd-X. De la même manière que pour le CO2 

physisorbé, l’introduction de Gd-X dans les zéolithes diminue la quantité de CO2 adsorbé 

par chimisorption et cette adsorption est très rapide (Figure 66B). L’incorporation de fer 

ralentit légèrement la cinétique de chimisorption et diminue légèrement la quantité finale 

de CO2 chimisorbé (Figure 66C). 

L’incorporation de gadolinium dans les nanozéolithes entraîne donc une diminution de 

la capacité d’adsorption du CO2 alors que le fer n’a que peu d’effet. 
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Figure 66 | Capacité de sorption des zéolithes Na-X, Gd-X et Fe-X vis-à-vis du CO2. Spectre 

FTIR et aire normalisée des bandes (en insert) correspondant au CO2 physisorbé et chimisorbé 

par les zéolithes Na-X (A), Gd-X (B) et Fe-X (C) après 3 min et 60 min d’adsorption de CO2 à une 

pression de 1,8 mmHg. 

b) Capacité de sorption de l’O2 

La cinétique d’adsorption de l’oxygène sur les zéolithes Na-X, Gd-X et Fe-X a été 

étudiée par spectroscopie FTIR. L’adsorption de l’O2 est plus rapide dans les zéolithes 

contenant du gadolinium ou du fer par rapport aux zéolithes Na-X, d’après la pente des 
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courbes d’adsorption. C’est-à-dire que l’adsorption d’O2 dans ces zéolithes nécessite une 

pO2 plus faible. De plus, la quantité d’oxygène adsorbée est plus importante de près de 

70% dans les zéolithes Fe-X par rapport aux zéolithes Na-X (Figure 67). 

c) Etude de la libération de l’oxygène 

Les nanozéolithes ont une bonne capacité de sorption vis-à-vis de l’oxygène et 

l’incorporation de fer permet de l’augmenter. Cependant, dans le cadre d’applications de 

réoxygénation tissulaire, ce processus de sorption doit être réversible. En d’autres termes, 

le gaz transporté dans la zéolithe doit pouvoir être libéré. 

La capacité des zéolithes à libérer l’oxygène a donc été évaluée. Afin de se rapprocher 

des conditions physiologiques, l’expérience a été conduite en milieu aqueux, dans du 

tampon phosphate à pH 7,4 et à 37°C, et à un pourcentage d’oxygène de 0,1% dans une 

enceinte hermétique. Les nanozéolithes chargées en oxygène ont ensuite été injectées 

dans ce système anoxique et la concentration en O2 a été mesurée au cours du temps 

(Figure 68A). 

Les résultats montrent que le témoin, constitué d’eau saturée en oxygène, est par lui-

même capable d’apporter de l’oxygène dans le système. La quantité d’oxygène augmente 

au maximum de 2,82 ±0,13 fois par rapport à la ligne de base après l’injection d’eau 

saturée. Le milieu de dispersion des zéolithes constitue donc par lui-même un réservoir 

d’oxygène. Cependant, lorsque les zéolithes non modifiées (Na-X) chargées en O2 sont 

injectées, la quantité d’oxygène apportée dans le système est significativement plus 

élevée par rapport au témoin puisque la concentration augmente au maximum de 3,13 

Figure 67 | Capacité de 

sorption des zéolithes Na-X 

et Gd-X vis-à-vis de 

l’oxygène. Evolution de l’aire 

de la bande du spectre FTIR 

correspondant à l’O2 

physisorbé par les zéolithes 

Na-X (a) et Gd-X (b) en 

fonction de la pression en O2. 

Insert: Aire normalisée par 

rapport à la masse de la 

bande à une pression de 70 

mmHg d’O2. 
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±0,14 fois par rapport à la ligne de base (Figure 68B). Ces résultats montrent que les 

zéolithes en suspension dans l’eau constituent donc un réservoir en oxygène 

supplémentaire, mobilisable en condition d’hypoxie. 

Les nanozéolithes contenant du gadolinium et du fer ont également été évaluées. Les 

résultats montrent que l’ajout de gadolinium ne modifie pas significativement la quantité 

d’O2 libérée par rapport aux zéolithes Na-X (3,30 et 3,11 respectivement). En revanche, 

l’ajout de fer dans les zéolithes augmente fortement leur capacité à libérer de l’oxygène. 

La concentration en oxygène augmente ainsi au maximum de 4,76 ±0,38 fois par rapport 

à la ligne de base (Figure 68B). 

Concernant la cinétique de libération du gaz, le profil est sensiblement le même pour 

les quatre conditions. La libération du gaz intervient très rapidement, le maximum est 

atteint environ 2 min après l’injection dans le système puis la concentration diminue 

lentement, probablement du fait de fuites dans l’enceinte. 

Plusieurs éléments pourraient intervenir dans le contrôle de la libération de l’oxygène. 

Parmi ceux-ci, nous avons émis l’hypothèse que c’est le gradient d’oxygène entre les 

zéolithes et leur environnement qui pourrait contrôler en partie cette libération. Afin de 

déterminer si ce gradient d’oxygène influence la cinétique et la quantité d’oxygène libérée, 

la même expérience a été réalisée avec les zéolithes Na-X en variant le pourcentage en 

oxygène initial du système. Les expériences ont ainsi été réalisées à 21, 5, 1 et 0,1% 

d’oxygène. Les résultats montrent que plus le pourcentage en oxygène du milieu externe 

est élevé, moins la quantité d’oxygène libérée par les zéolithes est importante. La 

concentration en oxygène augmente au maximum de 0,05 ±0,03, 0,46 ±0,07, 2,67 ±0,11 

et 3,13 ±0,14 fois par rapport à la ligne de base à 21, 5, 1 et 0,1% d’oxygène 

respectivement. De plus, si l’on s’intéresse à la pente de la partie initiale de la courbe, on 

remarque que celle-ci est plus élevée à mesure que le pourcentage en oxygène diminue 

(0,04 ; 0,21 ; 0,55 et 0,82 à 21, 5, 1 et 0,1% d’oxygène respectivement). La vitesse et la 

quantité d’oxygène libérée sont donc plus importantes quand la pression en oxygène 

exterieure est faible (Figure 68C). 
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Figure 68 | Libération de l’oxygène 

par les nanocristaux de zéolithes. 

A. Schéma représentatif du protocole 

utilisé. Les nanozéolithes saturées en 

oxygène sont injectées dans une 

enceinte hermétique contenant du 

PBS (Phosphate Buffered Saline) à 

21, 5, 1 ou 0,1% d’oxygène, à 37°C et 

à pH 7,4. La concentration en 

oxygène du milieu est mesurée avant 

et après l’injection des zéolithes dans 

le système à l’aide d’une sonde. B. 

Quantification de la concentration en 

oxygène au cours du temps. Un 

volume de 500 µl de zéolithes Na-X, 

Gd-X et Fe-X saturées en oxygène ou 

d’eau pure saturée en oxygène en 

tant que témoin a été injecté dans un 

volume de PBS de 12 ml. La flèche 

indique le moment de l’injection. 

Moyenne ±SEM, N=3. Test ANOVA à 

2 facteurs suivi d’un test HSD de 

Tukey (*p<0,05). C. Quantification de 

la concentration en oxygène au cours 

du temps. Un volume de 500 µl de 

zéolithes Na-X saturés en oxygène ou 

d’eau pure saturée en oxygène en 

tant que témoin a été injecté dans un 

volume de PBS de 12 ml à 21, 5, 1 ou 

0,1% d’oxygène. La flèche indique le 

moment de l’injection. Moyenne 

±SEM, N=3. Test ANOVA à 2 facteurs 

suivi d’un test HSD de Tukey 

(*p<0,001 par rapport aux autres 

groupes).  



RESULTATS - Utilisation de nanovecteurs de thérapies gazeuses pour réoxygéner les 

glioblastomes 

139 

3. CONCLUSIONS ET DISCUSSION 

Cette étude met en évidence la possibilité de moduler la capacité de transport de gaz 

des zéolithes en jouant sur les modifications post-synthèse. Il est ici montré que l’ajout 

de fer permet d’augmenter significativement la capacité de sorption des 

nanozéolithes vis-à-vis des gaz, et notamment le CO2 et de l’O2. 

Concernant la libération des gaz, la fraction d’oxygène chimisorbée semble difficile à 

mobiliser compte tenu de la force des liaisons mises en jeu. Néanmoins, la fraction 

physisorbée peut quant à elle être libérée de façon beaucoup plus aisée. Cette libération 

intervient très rapidement, en quelques minutes, après que les zéolithes chargées en gaz 

sont injectées dans un système anoxique et le gradient d’oxygène existant entre les 

zéolithes et le milieu influence la cinétique et la quantité d’oxygène libérée. Plus la pression 

en oxygène de l’environnement est faible, plus la vitesse et la quantité d’oxygène libéré 

sont importantes. 

De manière intéressante, les résultats concernant la caractérisation chimique de la 

sorption d’oxygène par les zéolithes, obtenus par spectroscopie FTIR sont retrouvés dans 

l’étude de la libération du gaz, réalisée dans des conditions plus proches de la physiologie 

(milieu aqueux, 37°C, pH 7,4). En effet, la spectroscopie FTIR permet de montrer que ce 

sont les zéolithes contenant du fer qui possèdent la meilleure capacité de sorption vis-à-

vis de l’oxygène. Les analyses de la libération de l’O2 montrent que ce sont ces mêmes 

zéolithes qui permettent la libération la plus importante de ce gaz. Il pourrait également 

être intéressant de réaliser des analyses plus quantitatives de la libération d’oxygène en 

utilisant notamment la résonance magnétique nucléaire (RMN) de l’Oxygène 17. 

C. UTILISATION DE NANOZEOLITHES X CONTENANT DES ATOMES METALLIQUES 

POUR DIMINUER L’HYPOXIE DANS DES TUMEURS CEREBRALES AGRESSIVES 

(ARTICLE 3) 

1. AVANT-PROPOS DE L’ARTICLE 3 

La troisième partie de cette étude est consacrée à l’évaluation de la capacité de 

réoxygénation des nanozéolithes vectrices de thérapies gazeuses vis-à-vis des GB. Les 

études préliminaires concernant la toxicité et la capacité de sorption des gaz ont permis 

d’éliminer les types de zéolithes et les modifications post-synthèses qui n’étaient pas 

appropriées pour cette application et de sélectionner les plus performants. 

Dans cette étude, le choix s’est ainsi porté sur des nanozéolithes de type Faujasite 

(FAU) (Awala et al. 2015). Deux modifications y ont été apportées en ajoutant des atomes 
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de Fer ou de Gadolinium par échange d’ions. La caractérisation des nanozéolithes a 

permis de montrer que l’échange d’ion n’a aucune influence sur la taille, la morphologie, 

la charge ou la structure des particules. La suite de l’étude s’est intéressée aux capacités 

de vectorisation de CO2 et de carbogène des nanozéolithes dans un modèle de GB. Pour 

cela, l’IRM multiparamétrique a été utilisée afin de mesurer simultanément les 

modifications de volume sanguin (CBV) et de saturation en O2 (SatO2) in vivo. Ainsi, 

malgré le fait que les zéolithes contenant du fer soient les plus performantes vis-à-vis du 

transport et de la libération de CO2 et d’O2 (Figure 68), celles-ci n’ont pas été utilisées 

pour ne pas créer d’interférence avec l’agent de contraste à base de fer utilisé dans le 

protocole d’imagerie (Figure 54). A la place, les nanozéolithes contenant du gadolinium 

ont été utilisées pour évaluer leur potentiel usage théranostique. Les résultats montrent 

que les nanozéolithes transportant du CO2 permettent d’augmenter le CBV dans la tumeur 

par rapport au tissu sain. Après une injection intraveineuse, ces nanozéolithes semblent 

libérer une partie de leur contenu en CO2 dans la circulation sanguine. Cependant, la 

présence de gadolinium permet de les suivre par IRM et de montrer qu’elles s’accumulent 

préférentiellement dans la tumeur, ce qui résulterait en une libération plus importante de 

gaz dans la tumeur et en cette augmentation de CBV dans le tissu tumoral par rapport au 

tissu sain. La vectorisation de carbogène montre quant à elle des effets plus limités. Au-

delà du cerveau, les nanozéolithes s’accumulent également dans des organes 

périphériques comme la rate et le foie après avoir quitté le sang en moins d’une heure. 

Enfin, elles ne semblent pas présenter de toxicité importante à la fois in vivo et in vitro. 

Cette étude démontre qu’une utilisation théranostique des nanozéolithes en tant que 

vecteurs de gaz est envisageable. 
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2. ARTICLE 3 

  

“Metal containing nanosized zeolites applied to alleviate hypoxia in 

aggressive brain tumors” 

Clément Anfray, Sarah Komaty, Moussa Zaarour, Kamila Goldyn, Aurélien Corroyer-

Dulmont, Clélia Allioux, Jérôme Toutain, Karim Bordji, Myriam Bernaudin, Omar Touzani, 

Svetlana Mintova and Samuel Valable. 

To be submitted 
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Despite an aggressive conventional therapy for the treatment of glioblastoma (GB), the 

most devastating primary brain tumor1, recurrence inevitably occurs and the survival 

median of patients remains around 15 months2. Hypoxia is one of the main causes of 

resistance to treatments in solid tumors such as GB. Approaches that aim to reduce 

hypoxia in tumors are highly desired. 

Although breathing a mixture composed of 5% CO2 balanced in 95% oxygen (Carbogen) 

was thought to alleviate tumor hypoxia, the overall results were unsatisfactory in terms of 

sensitization to radiotherapy in brain tumors3-4. Using multiparametric magnetic resonance 

imaging (MRI) to simultaneously assess cerebral blood volume (CBV) and tissue 

oxygenation, we recently demonstrated that carbogen rather increased the CBV and the 

oxygenation in the healthy tissue but not in the tumor5. Therefore, it is necessary to develop 

a way to precisely deliver a hyperoxic gas into the hypoxic tumor. 

To target specifically the tumor, nanoparticles (NP) are investigated as vectors of contrast 

agents and anti-cancer compounds6-7. One of the reasons for using NP is their preferential 

delivery to tumors through the enhanced permeability and retention effect (EPR) which is 

due to the abnormal organization and structure of the tumor vasculature leading to leaky 

vessels and the lack of functional lymphatic vessels8. 

Among nanoparticles, zeolites, which possess exceptional selective sorption properties 

are now increasingly considered for biomedical use. According to the new definition, 

zeolites refers to any silica-based crystalline microporous solid in which some of the silicon 

is replaced by other elements (T): trivalent elements T = Al, Fe, B, Ga, etc., or tetravalent 

T = Ti, Ge, etc. Zeolites have regular framework structures composed of cages and pores 

with various size and shape9. Depending on the Si/T molar ratio, the materials are 

classified in two groups: zeolites with Si/T < 500 and zeosils with the Si/T > 500. The 

interest in the preparation of zeolites with nanosized dimensions has gradually increased, 

but only 20 from the 235 structures known to date have so far been synthesized with 

nanosized dimensions and stabilized in colloidal suspensions10. The regular porous 

structure of zeolites opened to the exterior allows adsorption and desorption of guest 

molecules, rendering them real molecular sieves and hosts the encapsulation of different 

guest molecules including NO, CO2 and O2
11-12.. Besides, the tunable chemical 

composition of these highly crystalline materials provides a high stability in acidic and 

alkaline media. 

Herein, we present an original approach to specifically and efficiently deliver oxygen and/or 

carbon dioxide to tumor to further improve oxygenation and /or blood content by 

processing of highly microporous nanosized materials. Various cations, such as 
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gadolinium (Gd) and iron (Fe) have been added to the structure via ion-exchange in the 

nanosized zeolite crystals. The main physicochemical properties of the zeolite nanocrytals 

are presented in Figure 1. 

 

Figure 1 | Main physicochemical properties of zeolite nanocrystals: (a) XRD patterns of Na-X, 

Gd-X, and Fe-X zeolites; Inset: TEM images of Na-X and Gd-X, and Fe-X. (b) Zeta potential curves 

of Na-X, Gd-X, and Fe-X zeolite suspensions. (c) Nitrogen adsorption/desorption isotherms of Na-

X, Gd-X, and Fe-X zeolite suspensions. (d) CO2 physisorbed (A) and chemisorbed (B) measured 

at 298 K on Na-X, Gd-X, and Fe-X zeolite samples. 

Nanosized zeolite as a gas carrier specifically oriented to the tumor  

In order to evaluate the functional benefit of using zeolite nanoparticles as gas carrier, 

multiparametric MRI in a rat orthotopic model of GB was employed. The changes in 

cerebral blood volume (CBV) following an intravenous (IV) injection of Gd-X carrying CO2 
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was quantified as a readout of vasodilation. Results reveal an increase in CBV inside the 

tumor compared to the healthy tissue (Fig 2a, b) leading to a difference of 15% between 

the two tissues after 15 min from the injection of Gd-X carrying CO2. Water saturated with 

CO2, which served as a control, only moderately increased CBV in the tumor compared to 

the healthy tissue (Fig 2a, b). 

Upon replacing pure CO2 of the first test by Carbogen (5% CO2 and 95% O2) to 

simultaneously increase CBV and tissue oxygenation, the difference between the healthy 

and tumor tissue was decreased to 5.36% (Fig 2a, c). 

The tissue saturation in oxygen (SatO2) before and after injection of Gd-X zeolite 

suspension carrying CO2 or carbogen was quantified to verify a possible reoxygenation of 

the tumor (Fig. 2a-c). With Gd-X zeolites carrying CO2 or carbogen, the ΔSatO2 between 

the tumor and the healthy tissue increased by 3.62% and 2.07% respectively but was not 

significantly different from the control. 

Further, the release of gas in the blood was studied by monitoring the arterial partial 

pressure of CO2 (paCO2) after injection of Gd-X loaded with CO2 (Fig. 2d). An increase in 

the paCO2 by 4 mmHg was observed reaching a peak after 10min, simultaneously followed 

by a slight acidification (Fig. 2e). Importantly, these changes were not identified for the 

experiments carried out with pure water saturated with CO2 and pure Gd-X zeolite 

suspension. These results clearly show an increase in the paCO2 that should led to a 

vasodilation and changes in blood flow. Dynamic BOLD MRI was consequently performed 

and the changes in the signal of large vessels such as the venous sinus were analyzed to 

assess a modification of the blood flow. While the breathing of 5% of CO2 (used as a 

control) induced an increased in the BOLD signal of 7.06 ±2.25%, the intravenous injection 

of nanosized zeolites carrying CO2 resulted in an increase in the BOLD signal of 5.05 

±2.65%. Injection of water saturated with CO2 or nanosized zeolites without CO2 did not 

modify the BOLD signal (Fig. 2f). Based on these findings, we propose that a release 

of gas occurs into the systemic circulation, however, the specific accumulation of 

nanosized zeolites into the tumor tissue may be sufficient to successfully deliver 

gas within the tumor which in turn increases blood volume and oxygenation. These 

results further suggest that nanosized zeolites accumulate specifically within the tumoral 

tissue, while they were not available in the healthy brain. 

To further confirm this hypothesis, we investigated the distribution of Gd-X zeolite crystals 

in the brain after an intravenous injection, The nanosized zeolites with average size of 15-

20 nm and surface charge () of -37.7 mV (Supplementary Table Sa and Fig. Sa), are 

likely to extravasate and accumulate in the tumor tissue but not to cross the blood brain 
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barrier13 To verify this assumption, dynamic T1-weighted MRI was used to detect Gd-X 

after an IV injection (Fig. 2g, h and Fig. Sb). A hyper-signal appears inside the tumor, the 

difference between the T1-w images acquired before and after the injection attests that 

the Gd-X zeolite crystals efficiently reached the tumor and not the surrounding healthy 

tissue (Fig. 2g). Based on the quantification of the intensity of the signal with time, it can 

be concluded that the increase of the signal is slightly delayed, and it occurs after 30 s 

from the injection of Gd-X zeolite suspension. The maximum increase of the signal (3.67 

±1.36 %) was reached 100s after the injection (Fig. 2h). Thus, the location of the Gd-X 

zeolite nanocrystals specifically in the brain tumors has been evidenced. 
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Figure 2 | FAU-X carrying hyperoxic gases influence CBV and SatO2 in the tumor. (a) 

Representatives CBV and SatO2 maps, obtained before and 15 min after an intravenous injection 

of Gd-X carrying CO2 solution, T2-w anatomic image of the corresponding tumor and a map of the 

differences of signal between the two maps (ΔCBV and ΔSatO2 respectively). Control consisted of 

an injection of H2O saturated with CO2 or Carbogen. (b, c) Quantification of the ΔCBV and ΔSatO2 

between the healthy and the tumor tissue in percentage. Mean ±SEM, n=5 for control groups; n=8 

for FAU-X-CO2 group; n=5 for FAU-X-Carbogen group (*p<0.02; **p<0.0001, following an ANOVA). 
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(d, e) Evolution over the time of the pCO2 and the pH respectively in the blood of healthy Wistar 

rats following injection of a solution of Gd-X carrying CO2 or H2O saturated with CO2 as a control. 

Mean ±SEM, n=5 per group (*p<0.05, following a two-way ANOVA). (f) BOLD signal measured in 

the venous sinus of healthy Wistar rats 3 min following an intravenous injection of Gd-X carrying 

CO2. Mean ±SEM, n=5. (g) Representatives T1-w images acquired before (1) or 5 min after (2) 

intravenous injection of 300 µl of a Gd-X solution ; T2w anatomic image of the corresponding tumor 

(left) and a map of the differences of signal between the two T1-w images (right). (h) Quantification 

over the time of the T1-w signal intensity in the healthy and the tumor tissue following an intravenous 

injection of 300 µl of a Gd-X solution (1%). The arrow indicates the time of injection. Mean ±SEM; 

n=5. Two-way ANOVA (*p<0.0001, tissue effect and time effect). See also movies in figure S2. 

It is important to note that the gadolinium was in a very low concentration exchange in the 

zeolite nanocrystals (1.24 wt. %), and is still adequate detectable with MRI (SI Table S1). 

Indeed, the r1 parameter of the Gd-X nanosized zeolites (measured at 7 teslas and room 

temperature) was 74.2 mM-1.s -1 which is higher than Dotarem® (4.03 mM-1.s -1), a FDA 

(Food and Drug Administration) approved gadolinium-based MRI contrast agent, 

measured in the same conditions (Fig. Sc). Thus, the quantity of gadolinium in the Gd-

X injected to obtain an equivalent signal to the classical Dotarem® is lower, which is 

due to a better access of water molecules to gadolinium atoms. This is of great 

importance in a context of concerns that are now being raised about the stability of 

gadolinium chelates complex currently in use, and a link with suspected adverse effects 

as well as accumulation of gadolinium in various tissues including the brain14. 

Overall, the new data show the ability of nanosized zeolites to carry CO2 or carbogen 

resulting in functional effects on blood volume and oxygenation between the 

healthy and the tumor tissue. 

Biodistribution of the nanosized zeolites 

The next step of this study was dedicated to biodistribution assays. Gd-X zeolite 

suspensions were intravenously injected in healthy rats, and blood samples were collected 

at various times before and after the injection. The quantification of the Gd-X zeolite 

nanocrystals in the blood was performed through the detection of gadolinium with ICP-

AES (Fig. 3a). The blood half-life of Gd-X zeolite crystals was calculated to be 

approximately 12 min, which is consistent with the maximum increase in paCO2 (Fig. 2d). 

To further characterize the biodistribution of the nanosized zeolites iron instead of 

gadolinium was introduced in the zeolite by ion exchange, which enables their detection 

in the tissues using Perl’s staining. The ion exchange of zeolite with iron (Fe) did not 

change the properties of the nanocrystals including their size, shape and surface charge 
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(Fig. 1, Table Sa). The nanosized crystals with average particle size of 15-20 nm (Fig. 1a) 

tends to agglomerate in bigger entities (Fig. Sa) preserving completely their surface 

properties (Fig. Sd) (zeta potential values varied from -43 to -40 mV, Fig. 1b). Histological 

analyses revealed that the injected Fe-X is cleared from the blood and is accumulated 

preferentially in the spleen and the liver. In contrast, no accumulation in the healthy 

brain was detected (Fig 3b). 

Toxicity of nanosized zeolites in living animals. 

Although some studies revealed a potential toxicity of nanosized zeolites15-17, possible 

adverse effects of Gd-X have not been investigated, especially in the context of the brain. 

Therefore, the potential adverse effect associated with a chronic injection of nanosized 

zeolites was studied. The nanosized zeolites were injected to mice for five consecutive 

days, for a total dose of 5 mg per mouse (Fig. 3c). The weight curves of the animals under 

injection of nanosized zeolites did not encounter a relevant change compared to the 

control (mice with injection of pure water). Independently from the group considered, mice 

gained 7g (37% of their initial weight) during the time of the experiment. 

These results evidently suggest no adverse effects of nanosized zeolites on rodents. To 

further confirm this finding, the Gd-X nanosized zeolites suspension was then injected 

intravenously to a non-human primate, and physiology was monitored especially for 

arterial blood pressure. A slight decrease in arterial blood pressure was observed following 

the injection, from 63.11 mmHg to 42.08 mmHg, nevertheless, it was fully reversed in less 

than 2 min (Fig. 3d). 

These results support the absence of acute and chronic toxicity of zeolites nanocrystals 

applied to living animals. 
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Figure 3 | FAU-X are found in the spleen, the liver and not in the healthy brain but do not 

influence physiology in rodents and monkeys. (a) Quantitative measure of gadolinium content 

in the blood at different time points following an intravenous injection of Gd-X. Mean ±SEM; n=4. 

(b) Prussian blue staining after eosin counterstaining on spleen, liver, kidney and brain sections 

taken from a control rat, or 1 and 3 days after an injection of Fe-X zeolites. Blue spots in Prussian 

blue-stained images indicate iron. Pink eosin staining refers to cytosol. Representative examples 

from three independent experiments. (c) Weight curves of Swiss mice following injections (IP) of 

Na-X and Gd-X zeolites or saline as a control during 5 consecutive days (from day 1 to day 5, 

represented with arrows). Mean; n=4 per group. (d) Arterial pressure of a marmoset after an 

intravenous injection of Gd-X carrying CO2 (arrow indicates the time of injection). 

Assessment of possible in vitro cell damage induced by nanosized zeolites. 

To verify that nanosized zeolites do not induce any in vitro cell damage, multiple cell types 

originating from various organs, namely, mouse brain endothelial cells (bEnd.3 cell line), 

mouse astrocytes and neurons (primary culture), human glioma cells (U87-MG), and HEK 

293 cell line (cells derived from the human kidney), were exposed to nanosized zeolites. 

Na-X, Fe-X and Gd-X zeolite suspensions with concentrations ranging from 1 µg/ml to 100 
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µg/ml for 48h (Fig. 4a). A slight dose-dependent decrease in cell viability following the 

exposure to concentrations exceeding 10 µg/ml for all cell types was observed, except for 

the U87-MG cells whatever the concentration used. Neurons appeared to be the most 

sensitive cell type since the maximum loss in cell viability (65.8 ±2.1%) was achieved when 

exposed to 100 µg/ml of Na-X. The presence of gadolinium did not induce any further 

toxicity relative to the original Na or Fe cations no matter the cell type and the concentration 

used. (Fig. Se). These results show that a dramatic effect of nanosized zeolites on the cell 

viability can be utterly excluded. 

To further analyze whether the nanosized zeolites are harmless, we focused on cell lines, 

because of their high proliferative rates. The effect of nanosized zeolites on the cell cycle 

of U87-MG and HEK 293 cells was assessed using flow cytometry after exposure to 100 

µg/ml of Na-X and Gd-X for 14h and 48h, while water was used as a control (Fig. 4b, 

quantifications are provided in Fig. Se). No difference of the cell distribution in the different 

phases of cell cycle between the control group and cells exposed to nanosized zeolites 

was noticed (Na-X, Fe-X or Gd-X) for both cell types and for the two exposure times. 

Genotoxic effects of nanosized zeolites 

A potential genotoxic effect of nanosized zeolites using an immunofluorescent labeling of 

γH2AX as a marker of DNA double strand breaks and a micronucleus formation assay as 

a marker of mitotic death was investigated. Both the U87-MG and HEK 293 cells were 

exposed to 100 µg/ml suspensions of zeolite nanocrystals for various times. U87-MG cells 

showed almost no γH2AX positive cells for control conditions and after exposure to Na-X, 

Gd-X, and Fe-X suspensions. A slight decrease in the marker was observed after 24h of 

experiment at all conditions. HEK 293 cells exhibited a higher proportion of γH2AX positive 

cells compared to the U87-MG cells, and the percentage of γH2AX positive cells slightly 

increased after 24 and 72h of experiment. However, no change in the proportion of the 

γH2AX positive cells after exposure to the Na-X, Fe-X and Gd-X zeolite suspensions as 

compared to the control condition are detected (Fig. 4c). These results are also supported 

by the micronuclei formation assay. Both for the U87-MG and HEK 293 cells, the number 

of cells forming micronucleus was below 10% no matter the duration of the experiment. 

Furthermore, there is no significant increase in the formation of micronuclei after exposure 

to the Na-X, Fe-X and Gd-X zeolite suspensions in comparison to the control sample (Fig. 

4d). In term of DNA damage, our results clearly show that the Na-X, Fe-X and Gd-X 

zeolite suspensions do not have a genotoxic effect. 

Overall the results clearly indicate the absence of acute toxicity of zeolite 

nanocrystals in different cationic forms (Na-X, Fe-X and Gd-X) in vitro on a wide 

range of cell types. 
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Figure 4 | FAU-X do not influence cell survival, cell cycle nor genome stability in vitro. (a) 

Quantification of astrocytes, neurons, U87-MG, HEK 293 and Bend3 cells viability following a 48h 

exposure from 1 to 100 µg/ml of Na-X, Fe-X or Gd-X zeolites. Cell viability was assessed using 

WST-1 test. Mean ±SD, n=3; HSD Tuckey post-hoc test after a significant two-way ANOVA 

(*p<0.05 vs control, a significant dose effect vs control (p<0.001) is obtained for astrocytes (dose 

100µg/ml), neurons (dose 50 and 100µg/ml), bend.3 (dose 100µg/ml) and HEK 293 cells (dose 100 

µg/ml)). (b) Cell cycle analysis by flow cytometry. Representative profiles from 3 independent 

experiments of U87-MG and HEK 293 cells distribution in the phases of cell cycle after a 14 or 48h 

exposure to 100 µg/ml of Na-X, Fe-X, Gd-X or water as a control. (c) Representative photographs 

of DNA double-strand breaks on U87-MG and HEK 293 cells identified with γH2AX immunostaining 
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(green) 14h after an exposure to 100 µg/ml of zeolites. Cell nuclei were identified with Hoechst 

33342 staining (blue). Quantification 14, 24 or 72h after an exposure to 100 µg/ml of zeolites. The 

proportion of γH2AX positive cells was measured relative to total cell number counted by Hoechst 

33342 staining. Mean ± SD, n=3 (3 different experiments, 1 coverslip for each experiment, 5 

representative fields per coverslip). HSD Tuckey post-hoc test after a significant two-way ANOVA 

(*p<0.0001). (d) Representative photographs of micronuclei formation on U87-MG and HEK 293 

identified with Hoechst 33342 staining to determine mitotic death 72h after an exposure to 100 

µg/ml of zeolites. Quantification of micronuclei 14, 24 or 72h after an exposure to 100 µg/ml of 

zeolites. The proportion of micronuclei positive cells was measured relative to total cell number 

counted by Hoechst 33342 staining. Mean ± SD, n=3 (3 different experiments, 1 coverslip for each 

experiment, 5 representative fields per coverslip). HSD Tuckey post-hoc test after a significant two-

way ANOVA (*p<0.0002). 

Conclusions 

Hypoxia represents an independent poor prognostic factor for solid tumors, and therefore 

strategies aiming on alleviating of this phenomenon are exceedingly desired.  

Here we present the first results on using zeolite nanoparticles as a specific carrier of 

hyperoxic gases acting as a vasoactive agent to increase both the blood and the oxygen 

supply for reoxygenation of glioblastoma. The nanosized zeolites loaded with CO2 or 

carbogen successfully increased blood volume and oxygenation in the tumor tissue 

relative to the healthy tissue. Moreover, the low amount of Gd introduced in the zeolite 

nanoparticles was used as contrast agent that allows the visualization of the tumor area. 

The specific accumulation of the Gd-X zeolites nanocrystals in the tumor was determined 

by MRI. The MRI was applied to screen the release of the gas (CO2 and O2) within the 

tumor, and not in the surrounding healthy tissue (Fig. 5). The absence of toxicity in vitro 

and in vivo of the nanosized zeolites was undoubtedly confirmed. 

Therefore, the theranostic use of nanosized zeolites has a great potential. Now, 

nanoparticles containing gadolinium are undergoing a phase I clinical trials as a 

theranostic tool to increase the efficiency of radiotherapy18. In the future, nanosized 

zeolites loaded with Gd would be applied. Moreover, hypoxia is a well-known factor of 

resistance to radiotherapy. It would be interesting to use Gd-X carrying carbogen to 

reoxygenate tumor before radiotherapy, thus bringing specifically to the tumor site two 

factors known to increase the efficacy of radiotherapy, (i) high-Z containing elements and 

(ii) oxygen, with specific delivery improved by the increase in CBV due to the presence of 

CO2.  

The current results verify the development of creative strategy using nanosized zeolites to 

target specifically brain tumors. 
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Figure 5 | Schematic representation of the study. 

Methods 

Synthesis and characterization of nanosized FAU types zeolites. 

Materials 

Al powder (325 mesh, 99.5 %, Alfa Aesar). 

NaOH (Sigma-Aldrich, 97 %). 

SiO2 (Ludox-HS 30, 30 wt. % SiO2, pH=9.8, Aldrich). 

Double ditilled (dd) water. 

Preparation of nanosized faujasite X (Na-X) type zeolite 

Stable suspensions of discrete nanosized zeolite (Na-X framework zeolite type) from 

colloidal precursor suspension under hydrothermal condition is prepared according to a 

recently published procedure19. The as-prepared precursor suspension for Na-X zeolite 

was aged at room temperature for 24 hours prior dehydration using freeze dried method 

followed by hydrothermal treatment at 50 C for 26 h. After the hydrothermal treatment, 

the zeolite nanoparticles were purified by six steps centrifugation (24.500 rpm, 45 min) 

and redispersed in double distilled water. 
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Ion exchange of nanosized faujasite X (Na-X) type zeolite  

The as-prepared zeolite suspensions were ion exchanged by gadolinium (III) nitrate 

hexahydrate (Gd(NO3)3.6H2O) and iron nitrate nonahydrate Fe(NO3)3.9H2O.  

25 mL of Gd(NO3)3.6H2O or Fe(NO3)3.9H2O (3 mM) were added on 5 mL of Na-X 

suspension (2.5 %). The solutions were then kept under stirring at room temperature for 1 

h and then washed by double distilled water. This procedure was repeating three times to 

obtain finally the suspensions of Gd-X and Fe-X zeolite. 

Powder X-ray diffraction (XRD) analysis 

Powder samples were measured using a PANalytical X'Pert Pro diffractometer with CuKα 

monochromatized radiation (λ = 1.5418 Å). The samples were scanned in the range 4-50 

°2θ with a step size of 0.02 °. 

Transmission electron microscopy (TEM) 

The crystal size, morphology and crystallinity of sample were determined by a 

transmission electron microscopy (TEM) using a JEOL 2010 FEG and a FEI LaB6 TECNAI 

G2 30UT operated at 200 kV and 300 kV, respectively. Energy Dispersive Spectrometer 

(EDS) coupled with both microscopes was used to determine the chemical composition of 

the zeolite nanocrystals. 

Dynamic light scattering (DLS) and zeta potential analysis 

The hydrodynamic diameter of the zeolite nanoparticles in water was determined with a 

Malvern Zetasizer Nano. The analyses were performed on samples after purification with 

a solid concentration of 1 wt. %. Additionally, the surface charge of zeolite nanocrystals 

was determined by measuring the zeta potential value of the same suspensions. 

N2 sorption analysis 

Nitrogen adsorption/desorption isotherms were measured using Micrometrics ASAP 2020 

volumetric adsorption analyzer. Samples were degassed at 250 °C under vacuum 

overnight prior to the measurement. The external surface area and micropore volume were 

estimated by alpha-plot method using Silica-1000 (22.1 m2 g -1 assumed) as a reference. 

The micropore and mesopore size distributions of solids were extracted from adsorption 

branch by the Nonlocal Density Functional Theory (NLDFT) and from the desorption 

branch using the Barret-Joyner-Halenda (BJH) algorithm, respectively. 

In-situ adsorption of CO2 on nanosized zeolites  

Powder samples of as prepared and ion-exchanged zeolites were pressed (~107 Pa) into 

self-supported disks (2 cm2 area, 20 mg.cm-2). IR spectra were recorded using a Nicolet 

6700 IR spectrometer equipped with a mercury cadmium telluride (MCT) detector and an 

extended KBr beam splitter. Spectra were recorded in the 400−5500 cm-1 range at 4 cm-1 
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with 128 scans. A homemade cell that can be evacuated or flooded with different gases 

and also heated up to 850 K was used. The activation of the samples was performed at 

498 K for 2 h under vacuum. Various amounts of CO2 were introduced into the cell and 

kept in equilibrium for 5 minutes before recording each spectrum. The spectra were 

collected using the plain zeolite spectrum as a background.  

Cell lines 

A human glioblastoma cell lines, U87-MG purchased from American Type Culture 

Collections (ATCC, Manassas, VA, USA) and HEK 293 cells (Human Embryonic Kidney 

cells) were used. Cells were cultured in DMEM (Sigma-Aldrich, France) supplemented 

with 10% fetal bovine serum (Eurobio, France), 2 mM glutamine (Sigma-Aldrich, France) 

and 100 U/ml penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, France).  

Bend 3 mouse brain endothelial cells were purchased from ATCC (Manassas, VA, USA) 

and cultured in high glucose (4.5 g/l) DMEM (Sigma-Aldrich, France) supplemented with 

10% fetal bovine serum (Eurobio, France), 2 mM glutamine (Sigma-Aldrich, France) and 

100 U/ml penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, France). Cells were maintained in culture 

at 37°C with 5% CO2 and 95% humidity. 

Primary culture of astrocytes 

Cerebral cortices were isolated from neonatal (1 to 3-day-old) mice (Swiss, CURB, France) 

carefully stripped of the meninges and dissociated to generate a single-cell suspension. 

Cultures were allowed to grow in a humidified 5% CO2 incubator at 37°C to confluency 

(15-20 days) prior to use in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio, 

France), 10% horse serum (Eurobio, France), 2 mM glutamine (Sigma-Aldrich, France) 

and 100 U/ml penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, France). At about 80% confluence, 

the growth medium was replaced by the same medium. 

Primary cultures of cortical neurons/astrocytes 

Cultures were prepared from E15–E16 mouse embryos (Swiss mice, CURB, France). 

Microdissection of cortices was followed by a dissociation of the tissue in a 37°C DMEM 

(Sigma-Aldrich, France). Cells grew on plates coated with poly-d-lysine (0.1 mg/ml) and 

laminin (0.02 mg/ml) in DMEM supplemented with 5% fetal bovine serum, 5% horse serum 

(Eurobio, France), and 2 mm glutamine (Sigma-Aldrich, France). Cells were maintained in 

a humidified 5% CO2 atmosphere at 37°C. Neurons were used after 12 d in vitro. 

Cells exposure to nanosized zeolites 

Cells were exposed to zeolites (Na-X used as a reference and Gd-X) for various times. 

Zeolites were diluted in culture medium at a concentration of 1, 10, 50 or 100 µg/ml and 
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added directly into the wells. The control condition consisted of an addition of pure water 

only into the wells with the same volume as for zeolites solutions. 

Cells viability 

Cells were seeded in 24-wells plates to achieve 80% confluency for the control on the day 

of the analysis. Cell viability was assessed 48h following exposure to zeolites with the 

WST-1 assay (Roche, France) according to manufacturer's instructions. 

Cell cycle analysis 

At various time points following cell exposure to 100 µg/ml of nanosized zeolites, cell cycle 

of U87-MG and HEK 293 cells was studied by flow cytometry with Coulter DNA Prep 

Reagents kit according to manufacturer’s instructions (Beckman Coulter SAS, France). 

Propidium iodide staining was analysed using the Beckman Coulter’s Gallios flow 

cytometer (Beckman Coulter SAS, France) with 10 000 events per determination. Analysis 

and determination of cell distribution in each phase of cell cycle was performed using the 

Kaluza software (Beckman Coulter SAS, France). 

DNA double strands breakdown and micronuclei formation analysis by 

immunocytochemistry 

Cells were plated in 24-well plates on coverslips and one day later were exposed to 100 

µg/ml of zeolites for 14, 24 or 48h. The positive controls consisted of cells 30 min after 

irradiation with a dose of 4Gy (XRad225Cx, PXi, CYCERON platform). Cells were then 

fixed for 1h at 4°C with 4% PFA. Non-specific bindings were blocked with a solution of 3% 

bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, France) -PBS-0.1% Tween (Sigma-Aldrich, 

France) for 1 hour at room temperature. Then, cells were incubated overnight at 4°C with 

a primary antibody. The following primary antibodies was used: phospho-histone H2AX 

(ser139) (1/200; Cell Signalling Technology, D175, 2577S) in 1% BSA-PBS-0.1% Tween. 

The revelation was achieved by an Alexa-555-conjugated anti-rabbit secondary antibody 

(1/200; Molecular Probes, A21429). Cells were counterstained with Hoechst 33342 (10 

μg/ml; Sigma-Aldrich, France) for nuclear staining. All immunocytochemistry markers were 

observed on a Leica DMi8 microscope with a 40X objective. For each condition, at least 3 

coverslips were analyzed and images from 5 representative fields per slide were acquired. 

Relaxometry 

Gd-X nanocrystals were dissolved in distilled water in concentration ranging from 0.127 to 

0.3175 mM in Gd. Solutions were placed in vials placed in a polystyrene support. MRI 

images of the phantoms were acquired at room temperature. MRI was performed on a 7 

teslas horizontal magnet (Pharmascan, Bruker, Ettlingen). A cross coil configuration was 

used (volume/surface coil, Bruker, Ettlingen). For T1-weighted (T1w) images, a flow 
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sensitive alternating inversion recovery and rapid acquisition with relaxation enhancement 

(FAIR-RARE) sequence was used (TR: 780 ms, TE: 4.73 ms, TI: increasing from 6.16 ms 

to 750 ms following a geometrical function, RARE factor of 4, image matrix: 128 × 128, 1 

slice with a thickness of 3 mm and total acquisition time of 16 min 38 sec). Image analysis 

was carried out with Bruker software Paravision (version 6.0.1), MATLAB R2012b software 

and imageJ (version 1.50f) software. The R1 value (inverse of the calculated T1 value) 

was plotted as a function of the Gd concentration for each experimental point, and the 

slope of the line corresponded to the compound relaxivity (s−1 mM−1). 

Ethical approval and animal issues 

Animal investigations were performed under the current European directive (2010/63/EU) 

as incorporated in national legislation and in authorized laboratories (B14118001). Ethical 

approval was sought and obtained by the principal investigators (C.A and S.V.) from the 

French Ministère de l’éducation nationale, de l’enseignement supérieur et de la recherche 

(study authorization: N/04-01-13/04/01-16). The animals were obtained from an inhouse 

breeding stock at the Centre Universitaire de Ressources Biologiques (CURB, 

A14118015). The male athymic nude rats (250–300 g, three to four months) were 

maintained in specific pathogen free housing and were fed with γ-irradiated laboratory food 

and given water ad libitum 

Animals were manipulated under deep anaesthesia (5% isoflurane for induction, 2% for 

maintenance in 70% N2O/30% O2). Body temperature was monitored and maintained at 

37.5±0.5°C with a feedback-controlled heating pad connected to a rectal probe. 

Injection in healthy animals 

Intraperitoneal injection of 100 µl of a 1% solution of Na-X or Gd-X or water as a control 

were performed in Swiss mice (Janvier laboratory, France) for 5 consecutive days. 

Animals were weighted every day for 30 days. At the end of the experiment, the spleen, 

the liver and the kidneys were removed and weighted. 

300 µl of a 1% Fe-X solution or water as a control were intravenously injected in healthy 

Wistar rats (Charles-River laboratory, France). 1 or 3 days later, the liver, the spleen, 

kidneys and the brain were fixed and then cryoprotected by immersion in a 30% sucrose 

solution (Sigma, France) for 48 h, before storage at −80 °C. Fe-X crystals were detected 

on 20-μm-thick slices using Prussian blue staining. Slices were incubated with 2% 

potassium ferrocyanide (Perl's reagent, Sigma, France) in 2% HCl, washed and 

counterstained with eosin. 
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A 1% solution of Gd-X was loaded with CO2 and 300 µl of this CO2-loaded Gd-X solution 

or water as a control were intravenously injected in healthy Wistar rats (Charles-River 

laboratory, France). Blood samples were then collected every 5 minutes via an arterial 

catheter and the CO2 partial pressure and the pH of the collected sample was measured 

using a RapidLab 348 analyzer (Siemens, Germany). 

Orthotopic glioma cells implantations 

U87-MG cells were stereotactically injected into the caudatoputamen of rats. Briefly, 

animals were anesthetized, body temperature was monitored and maintained around 

37.5°C. Rats were placed in a stereotactic head holder and a scalp incision was performed 

along the sagittal suture. A 1mm diameter burr hole was drilled in the skull. U87-MG cells 

(5.104 cells in 3µl PBS-glutamine 2mM) were injected over 6 min via a fine needle (30G) 

connected to a Hamilton syringe. The injection site was the right caudatoputamen with 

stereotactic coordinates: AP=0, L=3 and D=6mm. The needle was then slowly removed 

and the craniotomy sealed. 

Imaging experiments 

For determination of tumor volume, Magnetic Resonance Imaging (MRI) experiments were 

done once a week. MRI was performed on a 7 teslas horizontal magnet (Pharmascan, 

Bruker, Ettlingen). A cross coil configuration was used (volume/surface coil, Bruker, 

Ettlingen). The tumor was detected using an accelerated T2w sequence (RARE, 

acceleration factor of 8; TR/ TEeff=5000/62.5 msec; number of experiments (NEX=2; 20 

contiguous slices; resolution=0.15 × 0.15 × 0.50 mm3, acquisition time=4 min). Tumor 

volumes were delineated manually with ImageJ software. 

Detection of Gd-X with MRI 

Experiments were performed on tumor bearing rats on a 7 teslas horizontal magnet 

(Pharmascan, Bruker, Ettlingen). After a scout view and a T2w-RARE8 scan, 300 µl of a 

1% solution of Gd-X solution was administred intravenously and T2*w-EPI 

(TR/TE=20,000/12 ms, Number of EXcitation: NEX=3, 50 contiguous slices, resolution = 

0.3×0.3×0.3 mm) or T1w-FLASH images (TR/TEeff=500/10.32 ms; NEX=1; 10 slices; 

resolution=0.15×0.15×1.5 mm3; acquisition time=2 min,) were obtained prior to and every 

2 min following the injection. 

Fractional cerebral blood volume maps 

For the imaging protocol, after a scout view and a T2w-RARE8 scan, fractional cerebral 

blood volume (fCBV) was measured at equilibrium as previously described(Chakhoyan et 

al. 2016). Prior to the injection of the contrast agent, five T2*w (TR=20,000 ms, Number of 

EXcitation: NEX=3, 50 contiguous slices, resolution = 0.3×0.3×0.3 mm) and four T2w 
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(TR=20,000 ms, NEX=3) images (echo planar imaging: EPI) were acquired with various 

echo times (TE for T2*=12, 15, 18, 21, and 24 ms and for T2w=40, 60, 80, and 100 ms, 

respectively). An intravenous administration of P904® (200 mmol.kg-1, Guerbet Research) 

was performed and T2*w images (TE=12 ms) were acquired before and every 5 min for 

1h after intravenous administration of 300µl of gas loaded Gd-X (1%). Consequently, for 

each animal, fCBV maps were obtained under two conditions: baseline and after 

administration of gas loaded Gd-X. Image analysis was performed with in-house 

developed macros based on the ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997–2014) 

as previously described5. 

Following the injection, the T2* signal in the healthy and tumor tissue decreased for all 

groups. This was certainly due to an elimination of the contrast agent used in the protocol 

for the quantitative measure, resulting in an artefactual decrease of the
 
CBV. Therefore, 

we were interested in the comparison with the control group. Thus, the data were 

standardized against this control group. 

Oxygen saturation maps 

Oxygen saturation (SMRIO2) maps were derived from the equation published by Christen 

and Lemason. Briefly, SMRIO2 maps were calculated as a function of the T2*w signal after 

correction of inhomogeneities of magnetic field (B0), blood volume fraction, and T2 effects. 

SMRIO2 maps before and after administration of gas loaded Gd-X were generated for each 

animal. 

Statistical analyses 

Data are presented as mean ±SD or SEM. Statistical analyses were obtained with JMP 

programs (SAS Institute). 
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3. INFORMATIONS SUPPLÉMENTAIRES DE L’ARTICLE 3 

Supplementary table a | Summary of the main characteristics of nanosized FAU-X 
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Figure Sa | Dynamic Light Scattering of (a) as prepared (Na-X), (b) gadolinium ion-exchanged (Gd-

X) and (c) iron ion-exchanged (Fe-X) zeolite samples. 
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(Movies) 

 

Figure Sb | T1-w images of a rat brain acquired during an intravenous injection of a Gd-X solution. 

The injection started at 120 s. Map of the differences of signal between the first T1-w image and 

the following images. T2-w anatomic image of the corresponding tumor.  
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Figure Sc | Comparison of the r1 values (in mM-1.s-1) between Gd-X and Dotarem® obtained 

at 7t and room temperature. T1 maps obtained to calculate the r1 value are shown with their 

corresponding concentrations in gadolinium (left). The r1 value is given by the slope of the linear fit 

of the R1 value (1/T1) as a function of the concentration of gadolinium (right). 
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Figure Sd | BET specific surface area (SBET), micropore volume (Vmic) and total pore volume (Vtotal) 

of as prepared (Na-X), gadolinium ion-exchanged (Gd-X) and iron ion-exchanged (Fe-X) zeolite 

samples.  

  



RESULTATS - Utilisation de nanovecteurs de thérapies gazeuses pour réoxygéner les 

glioblastomes 

167 

 

Figure Se | (a) Quantification of astrocytes, U87-MG, HEK 293 and Bend3 cells viability following 

a 96h exposure to 1 and 10 µg/ml of Na-X, Fe and Gd-X zeolites. Cell viability was assessed using 

the WST-1 test. Mean ±SD, n=3. (b) Cell cycle analysis by flow cytometry. Quantification of U87-

MG and HEK 293 cells distribution in different phases of cell cycle after different times of exposure 

to 100 µg/ml of Na-X, Fe-X, Gd-X or water as a control. Representative profiles obtained after a 

14h exposure are shown. Mean ± SD, n=3 for each time point. 
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4. EFFET DE LA VECTORISATION DE CARBOGENE SUR L’EFFICACITE DE LA 

RADIOTHERAPIE 

L’objectif général de ce projet est de réoxygéner les GB dans un contexte de traitement 

par RT pour en améliorer l’efficacité. Afin d’étudier la faisabilité d’un tel protocole, une 

première expérience a été réalisée. Des souris porteuses de GB U87 ont été soumises à 

un protocole d’irradiation de 3x 6 Gy après avoir préalablement reçu une injection IV de 

zéolithes chargées en carbogène 15 min avant chaque irradiation. Cet intervalle de temps 

a été déterminé en fonction d’expériences préliminaires portant sur un suivi dynamique 

des variations de volume sanguin chez des souris après injection de nanozéolithes 

vectrices de CO2. Le volume tumoral et la survie des animaux ont alors été comparées à 

des souris témoins n’ayant reçu qu’une injection d’eau ou de zéolithes sans carbogène 

(Figure 69A).  

Suite à l’irradiation, un arrêt de la croissance tumorale est observé puis après environ 

15 jours, les tumeurs reprennent leur croissance. Ainsi, les animaux recevant de l’eau ou 

des zéolithes sans gaz sont euthanasiés à 38 jours. Les animaux recevant une injection 

de zéolithes transportant du carbogène sont euthanasiés à 46 jours. Il n’est bien entendu 

pas possible de tirer des conclusions définitives d’une telle expérience impliquant un faible 

nombre d’animaux par groupe (N=3 par groupe). Toutefois, cette première expérience 

permet de montrer la faisabilité du protocole. Les animaux supportent bien le protocole 

d’irradiation qui comprenait également la pose d’un cathéter et une injection IV pendant 3 

jours consécutifs. Il est donc envisageable de répéter cette expérience pour déterminer si 

la réponse plus soutenue observée pour un des animaux ayant reçu du carbogène par le 

biais de zéolithes est confirmée ou non (Figure 69B). 
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Figure 69 | La vectorisation de carbogène par les zéolithes influence-t-elle l’efficacité de la 

radiothérapie ? A. Schéma représentatif du protocole utilisé. Des cellules U87-MG ont été 

implantées dans le striatum droit de souris nude. Elles ont ensuite été irradiées 3 fois à 6 Gy à 24h 

d’intervalle. Des zéolithes Na-X chargées en carbogène, des zéolithes NA-X seules ou de l’eau 

pure en tant que témoin ont été injectées par voies intraveineuse 15 min avant chaque irradiation. 

N=3 par groupe. B. Volume tumoraux mesurés par IRM au cours du temps. Les flèches 

représentent l’irradiation. Insert : Courbe de survie associée. 
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D I S C U S S I O N  GE N E R A L E  &  PE R S P E C T I V E S  

Malgré les traitements actuellement utilisés, les GB demeurent incurables, la médiane 

de survie des patients atteints ne dépassant pas les 15 mois (Chinot et al. 2014). Une 

particularité histologique des GB concerne leur vascularisation. Contrairement au tissu 

cérébral sain qui possède une vascularisation fonctionnelle permettant un apport suffisant 

en nutriments et en oxygène, celle des GB est chaotique et peu fonctionnelle. Ceci 

entraîne un déficit de perfusion et une inadéquation entre la consommation en oxygène et 

son apport. Ainsi, alors que la pO2 dans le cerveau sain est d’environ 40 mmHg, celle-ci 

est inférieure à 10 mmHg dans la tumeur et peut même descendre en dessous de 1 mmHg 

dans certaines régions (Kempf et al. 2015). La présence de cette composante 

hypoxique est une des caractéristiques majeures des GB. 

Pour se prémunir contre le stress induit par cette hypoxie tissulaire, les cellules 

tumorales mettent en place un certain nombre de processus, comme l’adaptation de leur 

métabolisme aux faibles pO2, des phénomènes d’angiogenèse et d’invasion, etc. qui 

participent à la croissance tumorale. L’hypoxie est également à l’origine de résistances 

aux traitements, notamment à la RT (Pérès et al. 2014; Wilson & Hay 2011). Du fait de la 

mise en place de ces mécanismes, l’hypoxie est un facteur de mauvais pronostic 

pour les patients. Pour améliorer l’efficacité des traitements et augmenter la survie des 

patients, la problématique est alors de trouver des moyens de diminuer cette hypoxie 

tissulaire. En d’autres termes, il faut trouver des stratégies de réoxygénation tissulaire. 

C’est ainsi qu’une stratégie de réoxygénation basée sur l’utilisation de carbogène a été 

expérimentée dans le cadre d’un essai clinique. Cependant, le résultat de l’étude a 

montré que, dans le cadre des GB, ce traitement ne permet pas d’amélioration de la 

survie des patients (Kaanders et al. 2002). Nous avons montré dans des études 

précliniques que l’inhalation de carbogène permet en réalité de réoxygéner le tissu sain 

mais que cette réoxygénation est très limitée dans le tissu tumoral (Chakhoyan et al. 

2016). 

L’administration d’EPO humaine recombinante a également été testée en essai clinique. 

Le but était à la fois de lutter contre l’anémie consécutive aux traitements mais aussi de 

lutter contre l’hypoxie en augmentant l’hématocrite et donc les capacités d’apport tissulaire 

en oxygène du sang. Cependant, les résultats ont montré que cette approche ne permet 

pas d’augmenter la survie des patients. Au contraire, des doutes ont même été émis 

concernant le rôle de l’EPO dans la progression tumorale, rendant cette approche 

contre-productive (Shenouda et al. 2015). 
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Les stratégies de réoxygénation non ciblées sont donc peu efficaces et peuvent même 

s’avérer contre-productives. Cependant, l’hypoxie reste une cible attractive et il est de ce 

fait intéressant de se pencher sur des approches spécifiques de réoxygénation des 

tissus tumoraux ou de cibler des facteurs inductibles par l’hypoxie comme l’EPO 

(Aguilera & Giaccia 2015). 

Afin de développer ces approches, deux caractéristiques des GB peuvent être vues 

comme des points faibles permettant de les cibler spécifiquement : le tropisme qu’il 

exerce sur les macrophages et sa vascularisation perméable. Le tropisme envers les 

macrophages permet de les utiliser en tant que « cheval de Troie » pour un ciblage actif, 

basé sur le chimiotactisme (Muthana et al. 2013, 2011). La vascularisation perméable 

permet quant à elle un ciblage passif de la tumeur basée sur l’effet EPR en utilisant des 

vecteurs de thérapies (Maeda et al.2013; Jain & Stylianopoulos 2010). Dans ces travaux 

de thèse, nous avons montré que des approches de vectorisation peuvent être 

envisagées pour cibler spécifiquement les GB. 

I .  I N H I B I T I O N  D E S  E F F E T S  D E  L ’ H Y P O X I E  P A R  C I B L A G E  

A C T I F  D E  L ’ E P O  P A R  L E S  M A C R O P H A G E S  

Dans la première partie de ces résultats de thèse, une stratégie d’inhibition de 

l’EPO basée sur un ciblage actif, spécifique des GB, a été développée. En effet, des 

études ont montré le rôle que joue l’EPO dans la progression et la croissance des GB 

(Hardee et al. 2006; Mohyeldin et al. 2007). Des travaux ont montré l’efficacité de 

l’inhibition de la signalisation EPO/EPOR sur la croissance de gliomes, notamment par 

une approche utilisant un récepteur à l’EPO tronqué. Cette forme du récepteur agit en tant 

que dominant négatif par rapport à la forme entière pour piéger l’EPO dans le 

microenvironnement tumoral (Pérès et al. 2011). 

Dans ces travaux de thèse, une stratégie thérapeutique a été imaginée, dans laquelle 

ce récepteur tronqué est vectorisé directement sur le site tumoral par l’intermédiaire des 

macrophages. Cependant, cette stratégie souffre d’un manque de spécificité car elle 

nécessite une injection de macrophages par voie intraveineuse et il a été montré que des 

macrophages ainsi administrés se retrouvent, en plus du site tumoral, dans d’autres 

organes (Valable et al. 2007). Les travaux présentés ici visent à augmenter la spécificité 

de l’inhibition de l’EPO vis-à-vis de la tumeur en utilisant son caractère hypoxique. 

Nous avons ainsi développé une approche originale consistant à conditionner 

l’expression d’un inhibiteur de l’EPO par l’hypoxie. Le plasmide pGL3-HRE-EPORT mis 

au point est ainsi inductible par l’hypoxie. On observe en effet une augmentation de 

l’expression du gène de l’EPORT pour des cellules transfectées avec ce plasmide par 
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rapport aux témoins sans séquences HRE et ce, seulement en condition d’hypoxie. Ces 

résultats sont en accord avec ceux observés par Muthana et al.et Kim et al., la présence 

de ces séquences dans les régions régulatrices des gènes permet de rendre leur 

expression spécifique des conditions d’hypoxie. 

La transfection de cellules U87-MG avec ce plasmide inductible et la mesure de la 

prolifération ont permis d’observer que l’induction de l’expression des gènes par l’hypoxie 

se traduisait, in vitro, par un effet fonctionnel. Les résultats montrent que le fait d’ajouter 

des séquences HRE dans les séquences régulatrices du gène de l’EPORT permet de 

réduire la prolifération cellulaire par rapport au témoin sans séquences HRE en condition 

d’hypoxie. La prolifération est comparable à celle observée en hypoxie pour les cellules 

transfectées avec les plasmides contenant les promoteurs forts alors qu’en normoxie elle 

est comparable à celle observée pour les cellules transfectées avec les plasmides 

contenant les promoteurs faibles. Ces résultats demandent cependant à être confirmés.  

Les travaux antérieurs du laboratoire (Pérès et al. 2011) ont montré que le fait de piéger 

l’EPO in vitro par ajout d’EPOR soluble réduit la prolifération cellulaire de manière 

dépendante de la dose en condition de normoxie, démontrant l’intérêt d’une telle stratégie 

pour réduire la croissance des GB. Il était intéressant de voir si cet effet se retrouvait en 

condition d’hypoxie. Les résultats montrent que l’ajout de sEPOR réduit effectivement la 

prolifération des cellules de GB en condition d’hypoxie. Cependant, si l’on compare aux 

résultats de Pérès et al. obtenus en condition de normoxie, on remarque que pour la même 

dose de sEPOR, la réduction de la prolifération est moins importante en hypoxie. La 

prolifération atteint 60% du témoin pour les cellules U251-MG et 75% pour les cellules 

U87-MG en normoxie contre 75% et 85% respectivement en hypoxie. Ces résultats restent 

à confirmer mais pourraient être expliqués par le fait que ces cellules synthétisent des 

quantités plus importantes d’EPO en hypoxie. 

Concernant la vectorisation par les macrophages, les résultats ont montré que la 

surexpression de l’EPORT par des macrophages injectés par voie intraveineuse chez des 

souris porteuses de GB est efficace pour réduire la croissance tumorale d’un modèle de 

GB lorsque celui-ci est hypoxique. Ces résultats sont extrêmement encourageants mais 

cependant, dans ces expériences, la surexpression de l’EPORT par les macrophages 

n’était pas spécifique de la tumeur. Le risque avec cette approche est donc d’inhiber de 

façon systémique la signalisation EPO/EPOR au risque de créer de graves anémies. 

Ces études mettent en perspective les résultats obtenus au cours de cette thèse 

concernant la co-culture de macrophages THP1 transfectés avec les plasmides 

permettant une surexpression de l’EPORT en condition d’hypoxie avec les cellules U251-
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MG. Ces résultats ont montré in vitro que dans ces conditions, la vectorisation de l’EPORT 

est efficace pour réduire la prolifération des cellules de GB uniquement en condition 

d’hypoxie. Ces résultats permettent d’envisager l’application de cette stratégie in 

vivo pour vectoriser de manière active l’EPORT sur le site tumoral avec une 

spécificité vis-à-vis de la tumeur conférée par une expression inductible par 

l’hypoxie. 

Cependant, à l’heure actuelle, une limite de l’étude repose sur la manière de modifier 

génétiquement les macrophages. A ce stade, les constructions inductibles par l’hypoxie 

ne permettent que des transfections transitoires. De plus, les macrophages sont une 

population cellulaire particulièrement difficile à transfecter, en particulier les cultures 

primaires. Pour poursuivre cette étude, il semble donc inévitable de devoir adapter ces 

constructions pour pouvoir être vectorisées par des lentivirus, qui sont beaucoup plus 

efficaces sur les macrophages. Ces constructions lentivirales sont donc en cours de mise 

au point. 

Ces limites techniques peuvent cependant poser des difficultés pour une mise en place 

à l’échelle clinique d’une telle stratégie. C’est pourquoi, en parallèle, une stratégie de 

réoxygénation spécifique des GB, basée sur un ciblage passif de la tumeur par des 

NP a été développée. Les NP sont depuis longtemps étudiées dans le cadre du cancer 

pour leur faculté à s’accumuler dans les tissus tumoraux par ce qu’on appelle l’effet EPR. 

I I .  R E O X Y G E N A T I O N  T U M O R A L E  P A R  V E C T O R I S A T I O N  

P A S S I V E  D E  G A Z  H Y P E R O X I Q U E S  

Les zéolithes sont une classe de matériaux connus depuis longtemps pour leur capacité 

de sorption vis-à-vis des gaz, notamment le NO et le CO2. Jusqu’à récemment, les 

techniques de synthèse ne permettaient d’obtenir que des zéolithes de taille 

micrométrique. Une taille nanométrique ne pouvait être obtenue qu’au prix de l’utilisation 

de molécules organiques toxiques et très coûteuses, barrant ainsi la route à une utilisation 

biomédicale des nanozéolithes. Cependant, récemment, le Laboratoire Catalyse et 

Spectrochimie de Caen (CNRS, UNICAEN, ENSICAEN) a mis au point une méthode 

permettant de synthétiser des nanozéolithes en s’affranchissant de ces molécules 

organiques (Ng et al. 2012; Awala et al. 2015), démultipliant ainsi les applications 

potentielles de ce type de matériau. Dans ces travaux de thèse, une stratégie de 

réoxygénation, basée sur un ciblage passif des GB, en utilisant des nanozéolithes 

vectrices d’O2 et de CO2 a été développée. 

Parmi la diversité de types de zéolithes existants, le choix s’est porté sur des zéolithes 

de type FAU car elles possèdent des capacités de sorption relativement élevées grâce à 



DISCUSSION GENERALE & PERSPECTIVES 

175 

la taille importante de leurs pores. De, plus, une propriété intéressante des zéolithes est 

la possibilité d’y incorporer de manière stable des cations. Du fer et du gadolinium ont 

ainsi été ajoutés dans ces NP pour en faire des agents de contraste en IRM. 

Les études de toxicité ont permis de montrer que ces nanozéolithes ne présentent pas 

d’effets néfastes majeurs sur les cellules eucaryotes. En effet, différents types cellulaires, 

présentant des caractéristiques propres, ont été utilisés : cellules humaines (U87-MG, 

HEK 293) ou de rongeurs (bEnd.3, cultures primaires d’astrocytes et neurones murins), 

cellules proliférantes (U87-MG, HEK 293, bEnd.3) ou quiescentes (cultures primaires 

d’astrocytes et neurones murins), cellules provenant du SNC (U87-MG, cultures primaires 

d’astrocytes et neurones murins) ou périphériques (HEK 293, bEnd.3). Le but étant de 

couvrir un large éventail de cellules provenant de tissus pouvant être potentiellement en 

contact avec ces nanozéolithes à la suite d’une injection intraveineuse : des cellules 

endothéliales (bEnd.3), aux cellules cérébrales du parenchyme sain (cultures primaires 

d’astrocytes et neurones murins) et de GB (U87-MG) en passant par des organes 

périphériques impliqués dans l’élimination comme le rein (HEK 293). Les résultats ont 

montré que pour obtenir un effet significatif sur la viabilité des cellules, il faut exposer 

celles-ci à des doses importantes de zéolithes pendant des temps longs. De plus, ces 

nanozéolithes n’induisent pas de génotoxicité. De manière intéressante, ces résultats sont 

obtenus à la fois pour les zéolithes non modifiées (Na-X) mais aussi pour les zéolithes 

dans lesquelles ont été ajoutés les atomes de fer et de gadolinium. 

La caractérisation de la sorption de l’oxygène et du CO2 montre que les nanozéolithes 

ont une bonne capacité à adsorber ces gaz et l’ajout de fer augmente cette capacité. Ce 

dernier résultat est étayé par les expériences menées dans le but de mesurer la libération 

de l’oxygène par les zéolithes en condition d’hypoxie. Outre le fait que ces expériences 

aient permis de montrer que le gaz transporté peut effectivement être libéré hors des 

zéolithes, elles ont également pu mettre en avant le fait que les zéolithes Fe-X sont celles 

qui permettent la libération de la plus grande quantité d’O2 en comparaison des zéolithes 

Na-X et Gd-X. Pour expliquer ce mécanisme de libération de l’O2, l’hypothèse est que 

celle-ci intervient en fonction du gradient de pO2 existant entre la NP et le milieu 

environnant, au même titre que pour les microparticules développées par Seekell et al. 

(2016). En cas de pO2 interne supérieure à la pO2 environnante, l’oxygène est libéré et la 

cinétique de libération dépendrait de l’amplitude de cette différence (Figure 70). Cette 

hypothèse a été validée en réalisant des expériences similaires en condition de normoxie 
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et à des niveaux d’oxygène intermédiaires. Elles ont permis de mesurer une libération 

moindre de l’oxygène à mesure que la pO2 externe augmente. 

Figure 70 | Proposition de mécanisme pour la libération de l’oxygène. Schéma représentant 

le mécanisme proposé pour la libération de l’oxygène hors des zéolithes. Lorsque la pO2 du milieu 

environnant est supérieure à la pO2 des zéolithes, l’O2 reste confiné dans la zéolithe. Lorsque la 

zéolithe pénètre dans un environnement où la pO2 est plus faible que sa propre pO2, l’oxygène est 

libéré. Il faut noter que sur le schéma présenté ci-dessus, seule la fraction physisorbée de l’oxygène 

est représentée. En effet, la fraction d’oxygène chimisorbée semble plus difficilement mobilisable 

compte tenu des énergies de liaison mises en jeu. Les cations, qui influencent la quantité d’oxygène 

adsorbée, sont représentés en vert. 

Ce mécanisme rend d’autant plus intéressant l’utilisation des zéolithes pour réoxygéner 

les tissus hypoxiques comme les GB. En effet, cela signifierait qu’après injection par 

voie intraveineuse, elles garderaient leur charge en oxygène tant qu’elles 

n’atteindraient pas le tissu hypoxique. Ce n’est qu’une fois dans cet environnement 

pauvre en oxygène qu’elles libéreraient alors leur contenu en oxygène. Il est intéressant 

de noter la grande différence de quantité d’oxygène libérée à 5% et 1% d’O2 (0,46 ±0,07 

et 2,67 ±0,11 fois la ligne de base respectivement). En effet, nous avons vu que la pO2 

dans un tissu comme le cerveau est de 40 mmHg, ce qui correspond à 5,3% d’O2 (Tableau 

2). Dans un organe non hypoxique, les nanozéolithes garderaient de ce fait une grande 

partie de leur charge en oxygène pour ne réoxygéner que les tissus hypoxiques. 

Dans les études in vivo, les zéolithes Fe-X n’ont pas été utilisées malgré leur plus 

grande capacité de transport de gaz en raison de la méthode utilisée pour mesurer les 

modifications de volume sanguin et d’oxygénation tissulaire. En effet, ces deux 

paramètres ont été mesurés par IRM, ce qui nécessite l’injection d’un agent de contraste 

à base de fer, rendant incompatible cette technique avec l’utilisation des zéolithes Fe-X. 

Les effets observés avec les zéolithes Gd-X et Na-X pourraient ainsi être potentiellement 

plus importants en utilisant ces Fe-X. 

Dans un premier temps, les études de toxicité chronique n’ont pas mis en évidence 

d’effets néfastes importants sur des souris. Après injection intraveineuse chez des rats, la 

demi-vie sanguine des nanozéolithes est d’environ 12 min. De plus, de manière attendue, 
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les zéolithes s’accumulent dans des organes périphériques impliqués dans le drainage du 

sang tels que le foie et la rate. Les résultats montrent également que lorsqu’elles sont 

chargées en CO2, elles libèrent rapidement une partie de leur contenu dans la circulation 

sanguine, ce qui se traduit par une élévation de la pCO2 sanguine, une légère baisse du 

pH et une vasodilatation des artères révélée par une augmentation du signal BOLD en 

IRM. 

Les résultats obtenus avec les zéolithes Gd-X montrent qu’elles peuvent se comporter 

comme un agent de contraste. Les études par IRM montrent une meilleure relaxivité R1 

pour les Gd-X que pour le Dotarem®, un agent de contraste classiquement utilisé en 

clinique. A concentration de gadolinium égale, le signal est ainsi plus intense avec les 

zéolithes Gd-X. Cela permet de les envisager en tant qu’agent de contraste. En effet, 

après injection intraveineuse chez des rats porteurs de GB, un hypersignal en imagerie 

pondérée T1 est observé dans la tumeur et non dans le tissu sain environnant. Ce résultat 

démontre deux choses. Premièrement, il confirme in vivo ce qui a été vu avec les études 

de relaxivité : les zéolithes Gd-X peuvent servir d’agent de contraste. Deuxièmement, il 

démontre que les nanozéolithes sont capables de s’accumuler passivement et 

spécifiquement dans la tumeur. Une vectorisation passive des GB par les zéolithes, ciblant 

spécifiquement le tissu tumoral et non le tissu sain environnant est donc possible. 

Enfin, lorsque les nanozéolithes chargées en CO2 sont injectées par voie intraveineuse, 

une vasodilatation du tissu tumoral plus importante par rapport au tissu sain est observée. 

Il semble donc que, malgré la diffusion d’une partie de leur contenu en gaz dans la 

circulation sanguine, une quantité importante de zéolithe pénètre le tissu tumoral et libère 

du CO2 en quantité suffisante pour induire une vasodilatation supérieure à celle du tissu 

sain. 

La vectorisation de carbogène montre quant à elle un effet plus limité au niveau de la 

vasodilatation par rapport au CO2 pur. Le fait que le carbogène ne contienne que 5% de 

CO2 pourrait éventuellement expliquer cet effet. En revanche, la présence d’oxygène ne 

permet pas de réoxygéner significativement le tissu tumoral. Il semble donc que la quantité 

d’oxygène apportée ne soit pas suffisante. Les études réalisées in vitro ont montré que 

l’ajout de fer permet d’augmenter la quantité d’oxygène vectorisée dans les zéolithes. 

Compte-tenu de l’impossibilité de mesurer la réoxygénation tissulaire par IRM en utilisant 

les zéolithes Fe-X, il pourrait être intéressant d’utiliser d’autres méthodes de mesure de 

l’oxygénation tissulaire in vivo comme la TEP [18F]-FMISO. Cette technique permettrait 

d’évaluer quantitativement et de comparer l’apport d’oxygène par les différents types de 

zéolithes. De même, pour affiner les études de biodistribution il pourrait être également 

intéressant de se tourner vers la TEP, en incorporant des cations radioactifs, comme le 
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64Cu, dans les zéolithes. Cela permettrait de réaliser des études quantitatives de 

biodistribution et d’élimination sur des animaux vivants. 

Les zéolithes Gd-X peuvent ainsi servir d’agent de contraste IRM et véhiculer des 

thérapies gazeuses. La cinétique de libération des gaz semble compatible avec une 

utilisation en tant que radiosensibilisant. Celle-ci intervient dans les minutes qui suivent 

l’injection de zéolithe. Il peut ainsi être imaginé une injection quelques minutes avant la 

RT pour sensibiliser spécifiquement la tumeur aux rayonnements ionisants par 

augmentation de l’effet oxygène. De plus, plusieurs études, dont celle de Kotb et al. (2016) 

présentée dans l’introduction, ont montré le pouvoir radiosensibilisant de NP contenant 

des atomes de gadolinium par émission d’électron Auger. Il sera donc intéressant d’étudier 

par la suite si la présence de gadolinium dans les zéolithes permet de potentialiser la RT 

par les mêmes mécanismes. Si tel était le cas, nous aurions donc une NP à usage 

théranostique, agissant à trois niveaux. Elle jouerait le rôle d’agent de contraste en IRM 

et elle améliorerait l’efficacité de la RT en augmentant l’effet oxygène mais également par 

émission d’électron Auger. 

Pour conclure, la vectorisation ciblée de gaz thérapeutique est plus efficace que 

l’inhalation de ces mêmes gaz pour atteindre la tumeur. La comparaison avec les 

résultats des précédentes études du laboratoire réalisées avec inhalation de carbogène 

(Chakhoyan et al. 2016) révèle la différence entre les deux approches. A titre d’exemple, 

en prenant en compte les variations de volume sanguin cérébral, la vasodilatation est plus 

importante dans le tissu sain par rapport à la tumeur après inhalation de gaz tandis que 
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lorsque ce gaz est vectorisé par des NP, le résultat contraire est obtenu, la vasodilatation 

est plus importante dans la tumeur par rapport au tissu sain (Figure 71). 

Figure 71 | La vectorisation ciblée de CO2 permet d’augmenter le volume sanguin dans la 

tumeur de manière plus importante par rapport à l’inhalation de carbogène. Adapté de 

Chakhoyan et al. 2016 pour l’image de gauche avec le carbogène et de ces travaux de thèse pour 

l’image de droite. 

I I I .  C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

Devant l’échec des thérapies actuellement utilisées contre le GB, il est nécessaire de 

trouver de nouvelles voies de lutte contre cette pathologie. L’hypoxie reste une cible 

thérapeutique attractive, malgré la faible efficacité des stratégies utilisées jusqu’à présent 

pour la corriger. Afin de surmonter cette résistance, le développement de la vectorisation 

ciblée de thérapie semble être une piste prometteuse. Ainsi, les deux approches 

développées au cours de cette thèse permettent d’envisager de lutter spécifiquement 

contre l’hypoxie, au sein des GB, pour réoxygéner le tissu tumoral ou bien contrecarrer 

les effets bénéfiques de l’EPO. 
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La stratégie de vectorisation d’un récepteur tronqué sur le site tumoral par le biais de 

macrophages, avec un caractère spécifique, est utilisée ici contre l’EPO. Il pourrait 

également être envisagé d’utiliser cette stratégie en la dirigeant contre d’autres facteurs 

inductibles par l’hypoxie et participant à la croissance des GB comme les facteurs 

angiogéniques, d’autres cytokines ou bien d’utiliser un cocktail de récepteurs tronqués, 

ciblant plusieurs facteurs à la fois. Enfin cette stratégie pourrait être envisagée pour 

d’autres cancers que les GB, les macrophages étant retrouvés en grand nombre dans de 

nombreuses tumeurs solides comme dans les cancers du sein (Franklin et al. 2014). Une 

application clinique d’une telle stratégie nécessiterait encore de nombreux travaux à 

l’échelle préclinique avant de pouvoir être envisagée. Néanmoins, la faisabilité de ce type 

de stratégie consistant en une réinjection autologue de cellules modifiées génétiquement 

a été démontrée par les nombreux essais cliniques réalisés dans le cadre des stratégies 

d’immunothérapie, et notamment dans les GB (Huang et al. 2017). 

La vectorisation passive de NP, mettant à profit l’effet EPR, pour réoxygéner le tissu 

tumoral ne semble pas, elle non plus, cantonnée aux seuls GB. Cependant, pour cette 

stratégie, c’est pour ce type de tumeur que la spécificité pourrait être la plus élevée, en 

raison de la présence de la BHE dans le tissu sain. Les zéolithes ne se déposant pas dans 

le tissu sain, l’effet radiosensibilisant serait ainsi spécifique du tissu tumoral. Si la faible 

toxicité des zéolithes in vivo est confirmée, l’accumulation dans d’autres organes n’est 

alors plus un problème, la seule molécule thérapeutique vectorisée étant de l’oxygène. 

En conclusion, bien que les GB soient incurables à l’heure actuelle, le développement 

de la médecine ciblée, l’essor des moyens techniques, notamment d’imagerie médicale, 

et la maîtrise de la synthèse de composés aux propriétés prédeterminées nous permettent 

d’explorer de nouvelles pistes thérapeutiques originales et prometteuses. Dans ce cadre, 

ces travaux de thèse démontrent que lorsqu’ils parviennent à trouver un langage commun, 

la coopération entre chercheurs venus d’horizons différents : biologistes, chimistes, 

physiciens, etc. ouvre des perspectives d’une richesse infinie et décuple les capacités de 

l’imagination. Ces projets multidisciplinaires ont déjà démontré par le passé leur grande 

capacité d’innovation et c’est sans doute sur eux que repose l’espoir de guérir les patients. 
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DEVELOPPEMENT DE STRATEGIES DE VECTORISATION POUR REDUIRE LES EFFETS DE L’HYPOXIE DANS LES 

GLIOBLASTOMES. 

L’hypoxie est l’une des principales causes de résistance aux traitements dans les glioblastomes. Des stratégies 

permettant de lever l’hypoxie ou de limiter ses effets sont de ce fait nécessaires. Ces travaux de thèse 

s’intéressent à deux stratégies de vectorisation ciblée agissant contre l’hypoxie. La première stratégie vise à 

lutter contre les effets de l’hypoxie par une approche combinée de vectorisation cellulaire et moléculaire ciblant 

une protéine à action pro-tumorale : l’érythropoïétine. Des macrophages ont ainsi été modifiés génétiquement 

pour leur permettre de surexprimer une forme tronquée de récepteur à l’érythropoïétine conduisant à un 

ralentissement de la croissance d’un modèle de glioblastome. Les constructions moléculaires ont ensuite été 

modifiées pour rendre la surexpression inductible par l’hypoxie. La deuxième stratégie vise à réoxygéner 

spécifiquement la tumeur en se basant sur des nanozéolithes vectrices de gaz hyperoxiques. Les résultats 

montrent que ces nanoparticules microporeuses ne présentent pas d’effets toxiques majeurs in vitro et in vivo. 

L’incorporation de fer dans les zéolithes augmente significativement la capacité de transport d’O2 et le gadolinium 

permet leur utilisation comme agent de contraste en imagerie par résonance magnétique. D’autre part, les 

nanozéolithes vectrices de CO2/O2 s’accumulent spécifiquement dans le tissu tumoral et augmentent localement 

le volume sanguin et la quantité d’oxygène. Ainsi, les deux approches développées au cours de cette thèse 

démontrent le potentiel des stratégies ciblées dirigées contre l’hypoxie dans les glioblastomes. 

DEVELOPMENT OF VECTORIZATION STRATEGIES TO ALLEVIATE HYPOXIA AND ITS EFFECTS IN 

GLIOBLASTOMA. 

Hypoxia is one of the main causes of resistance to treatments in glioblastoma, the worst primary brain tumor in 

term of survival. Two targeted vectorization strategies directed against hypoxia are presented in this thesis work. 

The first strategy was designed to inhibit hypoxia-induced erythropoietin through the use of macrophages. 

Macrophages were genetically engineered to overexpress a truncated form of the erythropoietin receptor 

resulting in a decrease in the tumor volume in a hypoxic model of glioblastoma in vivo. Hypoxia-inducible 

constructs were then developed. The second strategy aimed to use nanozeolites carrying hyperoxic gases as a 

tool to specifically reoxygenate the tumor. Results show that these microporous nanoparticles have no adverse 

effects in vitro and in vivo. The incorporation of iron in the zeolites significantly increases their oxygen transport 

capacity and the gadolinium allows their use as a contrast agent for magnetic resonance imaging. In addition, 

nanozeolites carrying CO2/O2 accumulate specifically in the tumor tissue and locally increase the blood 

volume/oxygenation. Thus, the two strategies developed during this thesis demonstrate the potential to fight 

against hypoxia specifically in glioblastoma. 
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