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Avant propos 

Les glioblastomes (GB) sont des tumeurs hautement agressives. Leur pronostic reste 

sombre malgré les traitements standards actuels qui associent la chirurgie, la radiothérapie 

(RT) et la chimiothérapie (CT) à base de témozolomide (TMZ). L’échec de ces traitements 

s’explique par le caractère très infiltrant de ces tumeurs, excluant toute exérèse totale, et une 

relative résistance à la RT et aux CT actuelles. Depuis quelques années, de nouvelles approches 

thérapeutiques sont apparues, directement issues des recherches fondamentales menées sur 

ces tumeurs et d’une meilleure compréhension des mécanismes de l’oncogenèse et de la 

progression tumorale. C’est ainsi que désormais les GB sont considérés comme un modèle 

multi-compartimental comprenant les cellules tumorales et le microenvironnement incluant 

les composantes vasculaire, hypoxique et inflammatoire. La compréhension des mécanismes 

moléculaires et cellulaires impliqués dans le développement de ces compartiments 

vasculaires et inflammatoires lors de la progression des GB a permis de proposer de nouvelles 

cibles thérapeutiques pour ces tumeurs. 

 
Il a été clairement établi que l’angiogenèse physiologique résulte d’un processus 

complexe qui fait appel à une balance et une orchestration précise de différents facteurs 

angiogéniques dont le VEGF (vascular endothelial growth factor) et la famille des 

Angiopoïétines (Ang). A l’inverse, en conditions pathologiques, ce processus ré-initié est 

dérégulé. Dans les GB, le VEGF et l’Ang-2 font partie des acteurs moléculaires majeurs de ce 

processus dont les effets conduiront à une vascularisation anarchique, perméable et peu 

fonctionnelle.  

 
Les GB sont des tumeurs très inflammatoires en faveur d’un statut immunosuppressif. 

L’inflammation étant en partie dépendante du compartiment vasculaire, il a été proposé 

qu’une même molécule puisse participer à la régulation de ces deux processus. Tel est le cas 

du VEGF mais aussi de l’Ang-2. 

Concernant le VEGF, ses effets angiogéniques et inflammatoires sont bien documentés 

(Ferrara and Adamis, 2016; Olsson et al., 2006; Soubéran et al., 2019; Turkowski et al., 2018). 

En revanche, pour l’Ang-2, les données sont plus fragmentaires ou controversées, en raison 

de son effet contexte-dépendant (Kim et al., 2000a; Korhonen et al., 2016; Maisonpierre et 

al., 1997; Souma et al., 2018).  
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Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse ont été d’évaluer, à l’échelle préclinique, 

les effets de l’Ang-2 sur la progression du GB et de sa réponse au traitement de 

radiochimiothérapie (RCT), afin de se replacer dans un contexte de traitements appliqués au 

patients. Nous nous sommes particulièrement intéressés aux compartiments vasculaire et 

inflammatoire, qui au demeurant seront modulés par la RCT.  

Afin d’étayer le choix de la démarche expérimentale entreprise dans ce travail, l’introduction 

bibliographique de ce manuscrit comprend quatre grandes parties : 

 La première partie est consacrée à la classification des gliomes, aux traitements 

administrés aux patients et à la physiopathologie des GB  

 La seconde partie se focalise sur la composante hypoxique des GB. Ce chapitre décrit 

les effets de l’hypoxie dans le développement tumoral  

 La troisième partie est dédiée au compartiment vasculaire en condition physiologique 

et pathologique, en particulier dans les GB. Les effets de la RCT sur ce compartiment 

vasculaire sont également abordés dans cette partie de l’introduction ainsi que les 

stratégies anti-angiogéniques  

 Le dernier chapitre de cette introduction se consacre à la composante inflammatoire 

des GB : du recrutement des cellules impliquées aux stratégies d’immunothérapie. 

L’effet de la RCT sur le compartiment inflammatoire est également décrit. 

 

 



 
 
 
 
 

Introduction 

  



PARTIE 1
LES GLIOBLASTOMES

(CHAKHOYAN ET AL., 2017)
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Introduction 

Partie 1 : Les glioblastomes 

Les glioblastomes (GB) sont des tumeurs cérébrales appartenant aux gliomes. 

 

I.1 Épidémiologie 

Les tumeurs primitives du système nerveux central (SNC) constituent un ensemble 

complexe et hétérogène de pathologies. En effet, plus de 140 sous-types histologiques sont 

répertoriés dans la classification de l’organisation mondiale de la santé (OMS) (Louis et al., 

2016). Parmi ces tumeurs, les gliomes sont les tumeurs cérébrales primaires les plus 

fréquentes chez l’adulte et représentent 42,4 % des tumeurs primaires du SNC soit environ 

80 % des tumeurs malignes du SNC (Figure 1) (Bauchet and Ostrom, 2019; Zouaoui et al., 

2012). 

Le terme « gliome » définit toutes les tumeurs qui ont pour origine des cellules 

cérébrales dites gliales. Par conséquent, les gliomes se subdivisent en sous-groupes de 

tumeurs parmi lesquels on retrouve, en fonction du grade, les tumeurs épendymaires, les 

astrocytomes pilocytiques, les oligodendrogliomes, les astrocytomes, les gliomes mixtes, les 

gliomes anaplasiques et enfin les glioblastomes qui représentent 55 % des gliomes (Davis, 

2018) (Figure 1). 

Figure 1 : Répartitions des tumeurs primitives du système nerveux central 

(D’après Zouaoui et al., 2012 ; Davis, 2018). 
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I.2 Classification des gliomes 

Les gliomes représentent des tumeurs hétérogènes d’un point de vue histologique et 

moléculaire et à ce titre, différentes classifications ont été établies au cours de ces dernières 

années afin d’améliorer le diagnostic et la prise en charge thérapeutique des patients. Ces 

différentes classifications sont détaillées brièvement ci-dessous. 

 

 Classification histologique de l’organisation mondiale de la santé 

La classification de l’OMS créée en 1979, qui est la plus répandue, repose sur des 

critères anatomo-pathologiques qui permettent ainsi de différencier les sous-grades de 

gliomes. Dans un premier temps, l’analyse histologique des biopsies permet de différencier 

les gliomes en :  

 Astrocytomes (origine astrocytaire) 

 Oligodendrogliomes (origine oligodendrocytaire) 

 Gliomes mixtes (origine astrocytaire et oligodendrocytaire) 

 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 dits de haut grade. Ces grades, résumés dans le Tableau 1, s’appuient 

sur des critères histologiques définis tels que la cellularité, l’activité mitotique (>10 %), la 

néovascularisation et la présence ou non de foyer nécrotique (Louis et al., 2016).  

 

 

Tumeur Grade Caractéristiques 

  
Densité 

cellulaire 

Activité 

mitotique 

Prolifération 

microvasculaire 
Nécrose 

Astrocytome II - - - - 

Gliome anaplasique III ++ + - - 

Glioblastome IV +++ +++ +++ +++ 

 

 

Tableau 1 : Classification des gliomes selon les critères anatomopathologiques de l’OMS 

- absente, + modérée, ++ augmentée, +++ élevée. (D’après Louis et al., 2016). 

D’aprD2DDzacdscvfvfdsv 

D’après Louis 
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Cependant, cette classification ne reposait que sur des critères morphologiques, 

subjectifs, et donnait ainsi lieu à des variabilités inter-observateurs et à une mauvaise 

évaluation du grade de la tumeur (van den Bent, 2010). C’est pourquoi en 1997, dans l’objectif 

d’améliorer le diagnostic et la prise en charge thérapeutique, les neuropathologistes de 

l’hôpital Saint-Anne (Paris) ont proposé une classification alternative (Daumas-Duport et al., 

1997).  

 

 Classification de l’hôpital Saint-Anne  

La classification de l’hôpital Saint-Anne propose, de prendre en compte des données 

issues de l’imagerie par résonnance magnétique (IRM) suite à l’injection d’un agent de 

contraste, le chélate de gadolinium (Gd). Cette classification permet de classer les gliomes 

suivant 2 grades : les grades A et B. Le grade A correspond aux tumeurs de bas grade avec une 

absence de prise de contraste en imagerie T1, reflet d’une barrière hémato-encéphalique 

(BHE) sans altération (Figure 2A). Au contraire, le grade B, correspond aux tumeurs de haut 

grade dans lesquelles on observe une prise de contraste du tissu tumoral, reflet d’une atteinte 

de la BHE, caractéristique des gliomes de haut grade (Figure 2B). 

 

 Toutefois, à ce jour, cette classification tend à être abandonnée, avec les améliorations 

de la classification de l’OMS qui intègrent depuis 2016, des paramètres génomiques et 

moléculaires, toujours dans le but d’améliorer le diagnostic des gliomes et en particulier des 

GB (Louis et al., 2016).  

Figure 2 : Classification des gliomes de l'hôpital Saint-Anne 

Détermination des groupes A (A) et B (B) selon la classification de l’hôpital Saint-Anne en imagerie pondérée T1 
avec injection d’agent de contraste, le chélate de gadolinium (3D-T1wGd). L’imagerie FLAIR (Fluid Attenuated 
Inversion Recovery) pondérée T2 permet de visualiser la présence de la tumeur cérébrale. (D’après Bekaert et 
al., 2017). 
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II.1 Épidémiologie 

Les GB sont les tumeurs gliales retrouvées le plus fréquemment chez l’adulte. 

L’incidence annuelle des GB en France est estimée à environ 4 cas pour 100 000 habitants, 

soit 2400 nouveaux cas par an avec un âge médian de diagnostic de 64 ans et une 

prédominance masculine (Clavreul et al., 2019). L’étiologie du GB reste toutefois méconnue. 

Bien que responsable d’une faible proportion des GB, les prédispositions génétiques ont été 

retrouvées chez certains patients (Malmer et al., 2003). Cependant, le facteur de risque le plus 

probant et le plus étudié dans la survenue des GB est l’exposition aux rayonnements ionisants 

(RI) (Figure 3) (Baldi et al., 2010; Ostrom et al., 2014).  

 

Le GB est considéré comme la tumeur la plus agressive du SNC. L’évolution de cette 

tumeur est extrêmement rapide et s’associe à un pronostic sombre. En effet, la médiane de 

survie est de 12,8 mois et la survie à 5 ans est inférieure à 7 %, et ce malgré l'évolution des 

traitements mis en jeu (Wen et al., 2020). 

 

Figure 3 : Données épidémiologiques des glioblastomes en France  

(Adapté d’une documentation de l’ANOCEF : Association des Neuro-oncologues d’Expression Française).  
Source : https://www.anocef.org/download.php?modele=anocef_referentiel_glioblastome2018 
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II.2 Caractéristiques histologiques des glioblastomes 

À l’échelle microscopique, les GB apparaissent comme des tumeurs très hétérogènes 

au sein d’une même masse tumorale. La morphologie des cellules (Figure 4) ou leur densité 

peut varier selon la localisation intratumorale (Habberstad et al., 2012).  

 

En dépit de cette hétérogénéité intratumorale, la classification de l’OMS permet de 

référencer les GB comme appartenant aux gliomes astrocytaires de grade IV (Tableau 1). En 

effet, l’observation histologique des GB montre une augmentation de la densité cellulaire 

(Figure 5A), une activité mitotique supérieure à 10 %, une prolifération microvasculaire 

importante (Figure 5B) donnant lieu à une vascularisation anormale et pseudo glomérulée. 

Enfin, on retrouve des zones de nécrose (Figure 5C), caractéristiques des GB, entourées par 

des cellules organisées en pseudo-palissade (Wiranowska and Vrionis, 2013).  

 

Figure 4 : Représentation de l’hétérogénéité morphologique des cellules de glioblastome 

A : Cellules de phénotype gémistocytique. B : Petites cellules. C : Cellules géantes. D : Cellules en fuseau. (D’après 
Habberstad et al., 2012). 

Figure 5 : Caractéristiques histologiques des glioblastomes 

A : Haute densité cellulaire. B : Prolifération vasculaire. C : Présence de zone de nécrose. (D’après Wiranowska 
and Vrionis, 2013). 
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Toutefois, comme mentionné précédemment, depuis 2016, les avancées génétiques 

ont permis de compléter la classification de l’OMS en y intégrant les paramètres génomiques 

et moléculaires (Louis et al., 2016). 

 

II.3 Caractéristiques génomiques et moléculaires des glioblastomes. 

Cette optimisation de la classification de l’OMS permet ainsi de différencier deux 

sous-types de GB : les GB de novo ou primaires qui représentent 90 % des cas, et les GB 

secondaires qui évoluent à partir d’un gliome de grade inférieur et qui représentent 10 % des 

GB. Ces deux sous-types de GB se différencient par des altérations moléculaires distinctes 

(Figures 6, 7).  

 

 Les mutations IDH 

Les mutations des gènes IDH (isocitrate déshydrogénase) ont constitué une avancé 

majeure dans la classification des GB. En effet, les mutations retrouvées sur les gènes 

IDH-1/IDH-2 ont permis de différencier les GB : les GB de novo, se caractérisent par un gène 

IDH-1 wild-type (wt) contrairement aux GB secondaires qui eux, présentent une mutation dans 

le gène IDH-1 (Louis et al., 2016). Les mutations du gène IDH-2 sont retrouvées exclusivement 

dans les GB secondaires (Yan et al., 2009). Ainsi, le statut du gène IDH, désormais à considérer, 

est systématiquement recherché afin de distinguer les GB de novo des GB secondaires.  

Les protéines IDH-1 et IDH-2 appartiennent à la famille des enzymes IDH qui 

interviennent dans le métabolisme énergétique de la cellule. Celui-ci sera donc altéré en cas 

de mutation des gènes IDH et conduira à une production accrue de 2-hydroxyglutarate (2-HG), 

molécule physiologiquement absente (Figure 6A). La présence de 2-HG stabilise le facteur 

HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α) dans des conditions de normoxie, potentialisant ainsi la 

croissance tumorale mais également l’angiogenèse (Intlekofer et al., 2015). Le 2-HG est donc 

impliqué dans la gliomagenèse (Koivunen et al., 2012). 

De façon surprenante, malgré le rôle oncogène du 2-HG, les mutations IDH sont 

considérées comme de bon pronostic. En effet, les patients diagnostiqués avec des mutations 

des gènes IDH, présentent une meilleure survie que les patients dépourvus de cette mutation, 

avec respectivement une médiane de survie de 31 et 15 mois (Figure 6B) (Yan et al., 2009). 
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Les mutations IDH jouent également un rôle primordial dans la réponse aux 

traitements avec une sensibilisation au témozolomide (TMZ). En effet, la présence de 2-HG 

est associée à une hyperméthylation de l’ADN (acide désoxyribonucléique) au niveau des îlots 

CpG, du gène O6-METHYLGUANINE DNA METHYLTRANSFERASE (MGMT), enzyme impliquée 

dans la réparation des dommages à l’ADN chimio-induit (Figure 6A) (Kernytsky et al., 2015). 

De plus, les mutations des gènes IDH améliore l’efficacité de la radiothérapie (RT) (Li et al., 

Figure 6 : Implications des mutations IDH dans les glioblastomes 

A : La mutation du gène IDH favorise la production de 2-hydroxyglutarate dont les effets sont pro-tumorigènes. 
D’après Chen et al., 2012. B : Courbe de survie de patients porteurs de GB selon le statut du gène IDH. (D’après 
Yan et al., 2009). 
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2016; Wang et al., 2014). Ces données soulignent l’importance de la recherche de mutations 

sur le gène IDH dans le diagnostic du GB, afin de prédire la réponse aux traitements.  

 

 Autres mutations retrouvées dans les glioblastomes 

Différentes altérations génétiques sont également observées préférentiellement sur 

l’un des deux sous-types et permettent ainsi d’affiner la classification des GB (Figure 7) (Louis 

et al., 2016).  

 
Les GB primaires, IDH wild type, les plus fréquents, se caractérisent génétiquement par 

des mutations du gène de TP53 (tumor protein 53 ; 72 %), une amplification de l’EGF-R 

(epidermal growth factor-receptor ; 35 %), des mutations du gène de PTEN 

(phosphatase/tensin homolog ; 24 %), une délétion de P16INK4 (31 %), des mutations du 

Figure 7 : Principales altérations géniques retrouvées dans les glioblastomes 

Outre le statut du gène IDH, d’autres mutations permettent d’affiner la distinction des GB primaires et 
secondaires. (D’après Louis et al., 2016). 
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promoteur du gène TERT (telomerase reverse transcriptase ; 72 %) et plus rarement du gène 

d’ATRX (exceptionnelle).  

Au contraire, les GB secondaires, IDH muté, issus de la transformation de tumeurs de 

grade inférieur, se caractérisent par des mutations plus fréquentes du gène TP53 (81 %) et 

ATRX (71 %) alors que l’amplification de l’EGF-R (8 %), les mutations du promoteur du gène 

TERT (26 %), la délétion de P16INK4 (19 %) et les mutations de PTEN (4 %) sont plus rares. 

Toutes ces modifications d’expression de gènes, par des mutations « gain de fonction » 

des oncogènes et/ou des mutations « perte de fonction » des gènes suppresseurs de tumeurs, 

se traduisent par des dérégulations des voies de signalisations impliquées dans la 

prolifération, la survie et la migration cellulaire, qui sont des processus considérés comme des 

« Hallmarks of cancers » (Hanahan and Weinberg, 2000; Louis et al., 2016).  

 
Certaines altérations géniques sont également observées sans toutefois permettre de 

différencier les sous-types de GB. Néanmoins, ces modifications, comme la méthylation du 

promoteur du gène MGMT, peuvent prédire la réponse aux traitements (Hegi et al., 2005).  

 

 L’hyperméthylation du promoteur MGMT  

L’hyperméthylation du promoteur du gène MGMT est la modification épigénétique la 

plus couramment retrouvée dans les GB. Cette enzyme MGMT est impliquée dans la 

réparation des dommages à l’ADN induits par le traitement de chimiothérapie (CT) au TMZ 

(Esteller et al., 2000). Cette modification épigénétique, retrouvée dans les GB de façon 

sporadique peut aussi être la résultante de mutations sur les gènes IDH mentionnées dans le 

chapitre II.3.1. L’hyperméthylation du promoteur du gène MGMT conduit à une répression 

transcriptionelle du gène, empêchant ainsi la réparation des dommages à l’ADN 

chimio-induits par son transcrit. De ce fait, une hyperméthylation du promoteur du gène 

MGMT est corrélée à un meilleur pronostic et une meilleure réponse au TMZ (Hegi et al., 

2005).  

Enfin, d’autres modifications génomiques sont retrouvées dans les GB et permettent 

de compléter cette liste non-exhaustive. On retrouve, effectivement, des modifications au 

niveau des histones ou encore des modifications d’expression d’ARN (acide ribonucléique) 

non codants (microARN ou long ARN) (Ahir et al., 2017; Kim, 2014). 
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II.4 Classifications et caractéristiques transcriptomiques des glioblastomes 

Dans un soucis constant de mieux appréhender l’hétérogénéité des GB, les avancées 

des recherches « omiques », génomiques et transcriptomiques, ont permis de mettre en 

exergue des signatures spécifiques des GB, permettant ainsi une classification en 4 sous-types 

moléculaires : mésenchymal (49 %), classique (26 %), neural (12 %) et pro-neural (13 %) 

(Figure 8B) (Verhaak et al., 2010).  

Les GB primaires peuvent ainsi être divisés parmi ces 4 sous-groupes contrairement 

aux GB secondaires qui sont, quant à eux, considérés comme appartenant au sous-groupe 

pro-neural (Figure 8A).  

 Le groupe classique présente dans 100 % des cas observés une amplification du gène 

codant pour l’EGF-R et des pertes de locus portant les gènes PTEN et CDKN2A (cyclin 

dependant kinase inhibitor 2A).  

 Le groupe mésenchymal présente des inactivations des gènes NF-1 (neurofibromin-1), 

TP53 et PTEN. 

 Le groupe neural se définit par l’expression de marqueurs neuronaux comme : NEFL 

(neurofilament light polypeptide), GABA-RA1 (gamma-aminobutyric acid receptor subunit 

alpha-1), SYT-1 (synaptotagmin) et SLC12A5 (potassium chloride transporter member 5).  

 Le groupe pro-neural présente, quant à lui, des amplifications des gènes PDGF-RA 

(platelet-derived growth factor receptor alpha) et IDH-1 (Van Meir et al., 2010; Verhaak et al., 

2010). Ce groupe se compose essentiellement de GB secondaires caractérisés par les 

mutations des gènes IDH. C’est pourquoi, les patients diagnostiqués pour un GB pro-neural 

présentent une meilleure survie que les autres sous-types de GB (Figure 8B) (Crespo et al., 

2015).  
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Ces nouveaux profils moléculaires constituent une base de données particulièrement 

prometteuse puisqu’en l’associant à la classification de l’OMS, elle pourrait amener à proposer 

des thérapies personnalisées et plus ciblées en fonction de chaque patient. En effet, les 

réponses aux traitements seront différentes en fonction des mutations retrouvées. La 

Figure 8 : Classification transcriptomique des glioblastomes 

A : Classification moléculaire de Verhaak permettant de distinguer 4 sous-types de GB selon les mutations 
retrouvées dans les GB. (D’après Van Meir et al., 2010). B : Courbes de survie des patients porteurs de GB selon 
le sous-type de GB associé. (D’après Lin et al., 2014). 
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mutation du gène IDH-1 du groupe pro-neural pourrait, par exemple, favoriser la réponse aux 

traitements de CT et de RT alors que l’inactivation de la protéine p53 retrouvée dans le groupe 

mésenchymal pourrait altérer la mise en place des processus de mort radio-induits, 

dépendants de p53. Par ailleurs, ce groupe pro-neural aurait une meilleure réponse aux 

immunothérapies (Behnan et al., 2019). 

Cette catégorisation a marqué un tournant important dans la compréhension de 

l’hétérogénéité des GB (Brennan et al., 2013). Ces classifications moléculaires font apparaître 

différents sous-types qui pourraient être le reflet d’une diversité cellulaire à l’origine des GB. 

 

II.5 Origine et hétérogénéité des cellules de glioblastome : le rôle des CSC ? 

Les GB sont des tumeurs très hétérogènes d’un patient à l’autre (hétérogénéité 

intertumorale) mais également au sein d’une même masse tumorale (hétérogénéité 

intratumorale). 

À ce jour, deux modèles principaux tentent d’expliquer cette hétérogénéité tumorale.  

 Le premier modèle est dit stochastique ou d’évolution clonale. Celui-ci propose que 

toutes les cellules d’un tissu ont la capacité de tumorigenèse et peuvent se comporter comme 

une cellule initiatrice de tumeur. Les cellules acquièrent dans le temps une accumulation de 

mutations stochastiques, dites « drivers », et subissent des sélections issues non seulement 

du microenvironnement mais aussi des thérapies. Ainsi, les clones les plus adaptés au 

microenvironnement proliféreront au dépend des clones non compétitifs (Persano et al., 

2013). 

 Le second modèle, plus récent et le plus soutenu actuellement, est le modèle dit 

hiérarchique (Figure 9) (Prasetyanti and Medema, 2017). Dans ce modèle, la tumeur est issue 

d’une sous-population de cellules, présentant des propriétés communes aux cellules souches 

définies comme cellules souches cancéreuses (CSC). Des cellules CSC dénommées, cellules 

souches de gliome (CSG), ont été d’ailleurs identifiées sur des biopsies de GB renforçant ainsi 

ce modèle hiérarchique qui prône les CSG comme inititrices de la gliomagenèse (Ignatova et 

al., 2002). Le modèle hiérarchique suppose que seules les CSC sont capables de générer la 

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

asymétrique (génération de cellules différenciées) : c’est la hiérarchie unidirectionnelle 
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(Figure 9A). La seconde hypothèse repose sur la capacité de dédifférenciation des cellules 

depuis un état non CSC à un état CSC et inversement. Dans ce modèle, la plasticité est 

déterminée par divers signaux intrinsèques et extrinsèques. Ainsi, les cellules non-CSC 

peuvent servir de réservoir pour créer une population de CSC pendant l’oncogenèse 

(Figure 9B).  

Quel que soit le modèle, l’origine de la tumeur est toujours discutée. 

 
D’autre part, la présence de ces CSG dans les GB est associée à un mauvais pronostic 

pour le patient (Zeppernick et al., 2008). En effet, ces CSG sont connues pour être résistantes 

à de nombreuses thérapies, dont la RT et la CT, et ce par leur division lente, leur quiescence 

cellulaire mais aussi une forte expression de protéines exportatrices de drogue (Stiles and 

Rowitch, 2008). Les CSG seraient donc déterminantes dans l’échappement aux traitements et 

dans la récidive tumorale (Jackson et al., 2015).  

Figure 9 : Représentation du modèle hiérarchique d’hétérogénéité tumorale 

Le modèle de la hiérarchie unidirectionnelle (A) exclut le concept de réversabilité du devenir cellulaire mis en 
avant dans le modèle de plasticité des cellules souches cancéreuses (CSC) (B). (D’après Prasetyanti and Medema, 
2017). 
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 La recherche de ces CSG ainsi que l’identification des altérations génomiques et 

transcriptomiques pourraient permettre l’optimisation de la prise en charge des patients 

porteurs de GB, par l’introduction de thérapies personnalisées. Toutefois, à ce jour, la prise 

en charge des patients reste standardisée. 

 

 

A l’heure actuelle, le traitement standard pour les GB repose sur un protocole 

associant la chirurgie à une radiochimiothérapie (RCT) concomitante. 

 

III.1 La chirurgie 

L’exérèse tumorale reste le traitement de première intention chez les patients 

porteurs de GB. Cependant, bien souvent la résection tumorale ne peut être complète, au 

regard de la localisation tumorale et du caractère infiltrant des cellules de GB. Malgré 

l’utilisation de nouveaux outils comme la chirurgie guidée par fluorescence, suite à une 

injection de 5-acide-aminolévulinique (5-ALA) (Figure 10), une récidive tumorale est observée 

dans 95 % des cas aux abords de la zone de résection (Giese et al., 2003; Van Meir et al., 2010). 

La résection chirurgicale n’étant pas suffisante celle-ci est nécessairement associée à la CT et 

la RT. 

 

Figure 10 : Exérèse tumorale guidée par fluorescence 

Imagerie de la tumeur en pré-opératoire (A). Observation microscopique en lumière blanche (B) et par 
fluorescence (C) de la masse tumorale lors de la chirurgie. Imagerie post-opératoire montrant la résection de la 
tumeur (D). (D’après Van Meir et al., 2010). 
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III.2 La radiothérapie des glioblastomes 

 Principe de la radiothérapie 

Historiquement, la RT pour les GB a été introduite dans les années 1940 avec 

l’utilisation des rayons X (RX). Malgré l’apparition de rayonnements ionisants (RI) ,  et , les 

RX restent à ce jour les plus utilisés et permettent d’augmenter la survie des patients de 9 

mois (Weller et al., 2009). Toutefois, les photons émis lors de la RT traversent inexorablement 

le tissu sain cérébral et conduisent à des effets secondaires parfois importants pour le patients 

(Greene-Schloesser et al., 2012). Ainsi, de nouvelles modalités de traitement sont proposées 

afin de préserver au maximum le tissu sain cérébral (Spasic et al., 2011).  

La RT conformationnelle, qui est la plus utilisée en clinique, repose sur l’utilisation de 

plusieurs faisceaux selon des angles différents pour déposer l’énergie nécessaire dans la 

tumeur tout en épargnant le tissu sain (Figure 11A).  

Selon les modalités de traitement, on peut varier la dose de chaque faisceau en 

fonction du tissu traversé, c’est la RT conformationnelle avec modulation 

d’intensité (Figure 11B) : une faible dose est appliquée pour les faisceaux qui traversent 

majoritairement le tissu sain et de forte doses aux faisceaux lorsque peu de tissu sain se trouve 

sur le trajet.  

La RT conformationnelle, en condition stéréotaxique, permet de moduler l’intensité du 

faisceau mais également la taille du faisceau de façon à être plus précis et épargner les 

structures cérébrales importantes sur le plan fonctionnel (Figures 11C, D).  

Figure 11 : Modalités de traitement par radiothérapie 

A : Radiothérapie conformationnelle tridimensionnelle. B : Radiothérapie conformationnelle tridimensionnelle 
avec modulation d’intensité.  C : Radiothérapie stéréotaxique (CyberKnife®) D : Radiothérapie conformationnelle 
en condition stéréotaxique. (D’après Spasic et al., 2011).  
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 Effets biologiques de la radiothérapie 

D’un point de vue biologique, les RI vont générer deux types d’effets (Nambiar et al., 

2011).  

 Des effets directs : Les RI peuvent ioniser directement la molécule d’ADN, les protéines 

ou encore les lipides de la cellule et ainsi induire des lésions moléculaires (Figure 12A).  

 Des effets indirects : Les RI peuvent également ioniser les molécules d’eau, provoquant 

la radiolyse de cette dernière et in fine la formation de radicaux libres oxygénés ou radical 

oxygen species (ROS). Ces derniers sont très cytotoxiques et sont responsables des effets 

indirects en générant des lésions moléculaires aux cellules touchées mais également aux 

cellules environnantes non irradiées, on parle alors d’effet bystander (Figure 12B).  

Outre la production de ROS, les effets bystander s’appuient sur la communication 

entre les cellules, soit par contact direct soit par la production de facteurs de croissance, de 

cytokines ou encore d’exosomes dans le milieu extracellulaire (Najafi et al., 2014; Xu et al., 

2015).  

Des effets similaires sont également observés sur des tissus plus distants, on parle alors 

d’effet abscopal (Figure 12B). Cet effet est relayé par des facteurs circulants mais aussi par la 

réaction immunitaire associée (Tomita and Maeda, 2015). 
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 Effet oxygène de la radiothérapie 

Comme évoqué précédemment, les effets des RI sur les cellules passent 

majoritairement par la radiolyse de l’eau qui crée des espèces radicalaires. Ces espèces 

radicalaires vont dans un second temps entraîner des dommages cellulaires. Dès lors que la 

molécule d’eau est ionisée, elle se dissocie en deux radicaux libres : OH° (radical hydroxyle) et 

H° (radical hydrogène). Ces radicaux libres, dont la demi-vie est extrêmement courte, vont 

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

Figure 12 : Réponses biologiques de la cellules aux rayonnements ionisants 

Deux types d’effets sont observés après une exposition aux RI. A : les effets directs. B : les effets indirects qui 
touchent aussi bien les cellules cibles que les cellules avoisinantes, on parle alors d’effet bystander ou abscopal. 
(D’après Nambiar et al., 2011). 
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Différents appariements entre espèces radicalaires pourront exister. 

H° + H° → H2  

H° + OH° → H2O  

OH° + OH° → H2O2 (peroxyde d’hydrogène) 

Ce dernier composé H2O2 ou peroxyde d’hydrogène entraîne un stress oxydatif de la 

cellule.  

Cependant, en présence d’oxygène, les radicaux libres forment davantage d’espèces 

radicalaires et autres peroxydes (R-OOH). 

O2 + e- → O2°- (radical superoxyde) 

O2 + H° → OOH° (radical hydroperoxyde) 

OOH° + OOH° → H2O2 + O2 

OOH° + H° → H2O2 

OOH° + R → R-OOH (peroxydes) 

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

connue sous le nom « effet oxygène ». Ce sont ces produits secondaires de la radiolyse de 

l’eau qui attaqueront la cellule et particulièrement, la molécule d’ADN et les macromolécules 

telles que les protéines et les lipides. L’absence ou le manque d’oxygène diminue fortement 

cet effet oxygène et donc les dommages radio-induits. C’est ainsi que l’hypoxie, retrouvée 

dans les GB, est considérée comme un facteur de radiorésistance. 

Nous nous attacherons dans les paragraphes suivants à mentionner les principales 

réponses mise en jeu par les cellules après RT. 

 

 Réponses cellulaires aux dommages radio-induits 

III.2.4.1 Signalisation intracellulaire des dommages à l’ADN 

La cellule doit dans un premier temps détecter les dommages à l’ADN radio-induits afin 

d’activer dans un second temps les mécanismes de réparation des dommages à l’ADN (Zhou 

and Elledge, 2000). Ainsi, plusieurs points de contrôle successifs sont mis en place pour la 

détection des dommages à l’ADN. Ces dommages à l’ADN peuvent être soit simple brin soit 

double brin. Toutefois, ces derniers sont plus difficilement réparables. 
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Nous décrirons les principaux acteurs moléculaires de cette cascade. 

 L’initiation de la cascade moléculaire (Figure 13) débute avec les protéines dites 

« senseurs » telles que les PARP (poly(ADP-ribose)polymerase) et la DNA-PK (DNA-dependent 

protein kinase).  

 Le signal est ensuite relayé par les protéines de transduction comme ATM (ataxia 

telangiectasia mutated) et ATR (ATM-and Rad3-related).  

 Enfin, les effecteurs terminaux comme les Chk-1 et Chk-2 (checkpoint kinase 1/2) 

guident la cellule vers un arrêt du cycle cellulaire, la réparation des dommages à l’ADN ou la 

mort cellulaire (Nyberg et al., 2002). 

 

La protéine gardienne du génome, p53, joue un rôle important dans la transduction 

des dommages à l’ADN. Ce facteur de transcription p53 sera activé par ATM et Chk-2 en 

réponse aux cassures double brin, afin de transcrire ses gènes cibles impliqués dans le devenir 

des cellules. En effet, p53 joue un rôle primordial en favorisant la réparation des dommages à 

l’ADN mais aussi en favorisant la mort des cellules par apoptose, autophagie ou sénescence. 

Figure 13 : Représentation des voies de transduction des dommages à l'ADN 

En réponse aux dommages à l’ADN radio-induits, différentes cascades de signalisation sont mises en jeu. (D’après 
Zhou and Elledge, 2000). 
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Cependant, cette protéine p53 est fréquemment mutée dans les GB (essentiellement les GB 

mésenchymateux) et pourrait expliquer pour partie la radiorésistance de ces tumeurs (Louis 

et al., 2016).  

 

III.2.4.2 Contrôle du cycle cellulaire 

L’arrêt du cycle cellulaire est une étape importante pour le devenir de la cellule. Le 

cycle cellulaire se définit comme une succession de phases (G1, S, G2 et M) qui permet à la 

cellule de doubler son matériel génétique avant une division en deux cellules filles. Il s’agit 

d’un processus hautement régulé afin de préserver l’intégrité du génome lors de la division. 

En effet, le passage d’une phase à l’autre est sous la dépendance des cyclines et des CDK 

(cyclin-dependant kinase). Chaque transition fait intervenir un duo de Cycline/CDK différent 

qui lui-même est régulé, entre autres, par la famille des phosphatases activatrices Cdc25 (cell 

division cycle 25). Par exemple, le duo Cycline-D1/CDK-4 et le duo Cycline-B/CDK-1 sont 

respectivement responsables des transitions G1/S et G2/M. Cependant, en cas d’anomalie, 

comme les dommages à l’ADN, le cycle cellulaire sera inhibé par les CDKI (cyclin-dependant 

kinase inhibitor). Parmi ces régulateurs CDKI, on retrouve notamment les protéines p16 et p21 

avec des activités inhibitrices spécifiques. La protéine p16 inhibe spécifiquement le complexe 

Cycline-D1/CDK-4 impliqué dans la progression de la phase G1 alors que p21 peut, quant à lui, 

inhiber tous les complexes Cycline/CDK. Les arrêts en phase G1 et G2/M sont particulièrement 

observés suite à la RT 

 

 L’arrêt en G1 est principalement induit par p53 et p21. Cet arrêt permet de réparer les 

dommages avant la duplication du matériel génétique. D’un point de vue mécanistique, 

l’activation de p53 permet secondairement une augmentation d’expression de p21, impliquée 

dans l’inhibition du complexe Cycline-D1/CDK-4. Cet arrêt radio-induit dans la phase G1 du 

cycle cellulaire est toutefois absent dans les cellules présentant des mutations de p53 , comme 

cela peut être le cas pour les cellules de GB (Kuerbitz et al., 1992). 

 L’arrêt en G2/M permet de corriger les éventuelles aberrations chromosomiques 

avant la mitose. Cet arrêt est consécutif à l’inactivation de la Cdc25c. Ainsi, cette dernière ne 

peut activer, le complexe Cycline-B/CDK-1 responsable du maintien des cellules en G2/M 

(Gogineni et al., 2011; Liu et al., 2018a). 
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C’est lors de ces arrêts du cycle cellulaire que les systèmes de réparation à l’ADN sont 

mis en œuvre.  

Il faut noter que la répartition des cellules dans le cycle cellulaire a une importance 

particulière dans l’efficacité de la RT. En effet, des cellules présentes en G2/M lors du 

traitement par RT seront plus sensibles aux RI, contrairement aux cellules en G1/S qui seront 

plus radiorésistantes (Dillon et al., 2014).  

 

III.2.4.3 Systèmes de réparation des dommages à l’ADN 

Afin de maintenir l’intégrité du génome, il est primordial que les lésions à l’ADN soient 

réparées. De manière générale, les différents systèmes de réparation de l’ADN sont activés 

dès la reconnaissance des lésions par les senseurs PARP et DNA-PK.  

Il existe 5 mécanismes de réparations qui ont pour but de réparer les cassures à l’ADN 

(Biau et al., 2019). En effet, 3 systèmes sont activés en réponse aux cassures simple brin, les 

systèmes BER (base excision repair), MMR (mismatch mediated repair) et NER (nucleotide 

excision repair). Quant aux cassures double brin, celles-ci sont réparées par les systèmes HDR 

(homology directed repair) et NHEJ (non-homologous end-joining). Cependant, une réparation 

fautive des dommages à l’ADN provoquera la mort de la cellule.  

 

III.2.4.4 Processus de morts cellulaires après radiothérapie 

La RT, comme la plupart des traitements anti-cancéreux, exerce son effet 

thérapeutique en induisant la mort cellulaire. De nombreux processus de mort radio-induite 

interviennent en fonction de la signalisation impliquée. Parmi ces processus on distingue la 

sénescence, l’apoptose, la mort mitotique ainsi que la nécrose et l’autophagie.  

 

 La sénescence radio-induite ou prématurée, qui n’est pas un processus de mort en 

soit, se définit comme un arrêt permanent du cycle cellulaire en réponse aux dommages à 

l’ADN. Suite à l’irradiation, les médiateurs des dommages à l’ADN et notamment ATM activent 

les voies de signalisation p53/p21 essentielles à l’initiation de la sénescence puis 

secondairement p16/pRb nécessaires au maintien de la sénescence (te Poele et al., 2002). 

L’activation de ces voies de signalisation conduit à un arrêt du cycle cellulaire irréversible à 

l’origine de la sénescence (Figure 14) (Nguyen et al., 2018). Contrairement à la sénescence 

réplicative, où les cellules sont arrêtées en phase G1, la sénescence radio-induite entraîne les 
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cellules aussi bien dans la phase G1 que dans la phase G2 du cycle cellulaire (Li et al., 2018). 

Toutefois, les cellules bloquées en G2 contournent le checkpoint de la phase G2/M et se 

retrouvent secondairement bloquées en G1 (Ye et al., 2013).  

Ainsi, les cellules sénescentes se caractérisent par une augmentation d’expression des 

gènes p53, p21 ou encore p16 responsables de l’arrêt du cycle cellulaire. De plus, les cellules 

sénescentes présenteront des modifications de leur phénotype. En effet, ces cellules se 

caractérisent par une accumulation lysosomale de l’enzyme -galactosidase (Dimri et al., 

1995). Cette enzyme endogène, est actuellement le biomarqueur le plus utilisé pour identifier 

les cellules sénescentes. Toutefois, l’utilisation seule de ce marqueur est actuellement 

controversée. Il est donc nécessaire d’y associer d’autres caractéristiques. Au niveau 

morphologique, les cellules sénescentes, plus plates et hypertrophiées, possèdent plusieurs 

noyaux ou des noyaux de volume plus important. L’organisation nucléaire est également 

modifiée, avec la détection, dans les cellules sénescentes de foci d’hétérochromatine 

dénommés SAHF (senescence associated heterochromatin foci) qui s’organisent autour des 

histones (Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007). Enfin, les cellules sénescentes présentent 

une persistance des dommages à l’ADN (Collin et al., 2018; Rodier et al., 2009).  

Bien que leur état sénescent ne leur permette pas de se répliquer, les cellules restent 

cependant métaboliquement actives. Elles peuvent notamment sécréter certaines cytokines 

qui leur confèrent un phénotype particulier dénommé SASP (senescence-associated secretory 

phenotype) (Rodier et al., 2009; Shelton et al., 1999).  

Ce phénotype SASP est principalement régulé par le facteur de transcription NF-B 

(nuclear factor-kappa B) qui est activé aussi bien par ATM suite aux dommages à l’ADN  

(Figure 14), que par la génération de ROS (Salminen et al., 2012). Ainsi, en retour, l’activité 

transcriptionnelle du facteur NF-B permet l’expression et la sécrétion de ROS et de cytokines 

pro-inflammatoires, à l’origine du terme SASP, telles que les interleukines (IL) IL-1, IL-1, IL-6, 

IL-8 ou encore le TGF- (transforming growth factor), le GM-CSF (granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor) et les MMPs (matrix metalloproteinases) (Nguyen et al., 2018; 

Ungvari et al., 2013). La signalisation autocrine et paracrine de l’IL-1 et des ROS permet à la 

cellule de maintenir et de renforcer cet état sénescent par l’activation de NF-B, mais permet 

aussi d’induire la sénescence de cellules voisines en activant cette même voie de signalisation 

(Nelson et al., 2018).  
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Les conséquences de la sénescence SASP sont toutefois discutés. 

o La sénescence SASP radio-induite aurait un effet bénéfique en oncologie puisqu’elle 

aurait un rôle non seulement dans la suppression des tumeurs mais aussi dans la 

sensibilisation de la réponse des tumeurs à la RT mais aussi à la CT (Collado and Serrano, 2010; 

Meng et al., 2012). Les cellules SASP sont capables de stimuler le système immunitaire et ainsi 

faciliter la clairance tumorale (Vicente et al., 2016; Xue et al., 2007). L’étude de Meng et al., a 

en effet mis en évidence dans un modèle de mélanome que l’injection de cellules sénescentes, 

suite à une irradiation, réduit considérablement la formation de tumeur. Cette injection de 

Figure 14 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place de la sénescence SASP 

Les dommages à l’ADN radio-induits activent différentes voies moléculaires impliquées dans l’arrêt du cycle 
cellulaire et dans la mise en place du phénotype SASP (senescence-associated secretory phenotype). Une boucle 

autocrine (flèche en pointillés) s’instaure par la suite et permet de maintenir la sénescence SASP. 
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cellules sénescentes s’accompagne d’un recrutement de lymphocytes cytotoxiques (Meng et 

al., 2012). 

o Toutefois, d’autres études ont montré que le phénotype SASP induit par l’irradiation 

favorisait la prolifération et l’invasion des cellules aussi bien in vivo que in vitro dans les 

carcinomes mammaires et les GB (Jeon et al., 2016; Liao et al., 2014). Le phénotype SASP 

stimulerait également l’angiogenèse tumorale (Coppé et al., 2006; Liu and Hornsby, 2007).  

 
Au regard de ces données, le rôle de la sénescence SASP reste très controversé puisque 

le sécrétome des cellules sénescentes induit aussi bien des réponses pro- qu’anti-tumorales 

(Rao and Jackson, 2016).  

 

 L’apoptose est une mort cellulaire dite « programmée » qui se caractérise par 

l’arrondissement de la cellule, la condensation de la chromatine, la fragmentation nucléaire 

et la formation de corps apoptotique (Kerr et al., 1972). L’apoptose ne s’accompagne pas ou 

peu de phénomènes inflammatoires puisque la membrane plasmique reste intègre et les 

cellules apoptotiques sont phagocytées par les macrophages.  

On peut distinguer trois voies moléculaires impliquées dans la mise en place de 

l’apoptose. 

o La voie intrinsèque dite canonique (Figure 15-1), dépendante de la mitochondrie, se 

caractérise par le relargage du cytochrome C de la mitochondrie. La libération du 

cytochrome C aide à la formation de l’apoptosome, complexe protéique, qui permet 

l’activation de la caspase-9, qui elle-même active les caspases terminales -3 et -7 qui induisent 

la mort par apoptose. Cette voie intrinsèque est régie par les protéines pro- et 

anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), régulées principalement par p53. 

Ainsi, en réponse à l’irradiation, p53 active la transcription de gènes pro-apoptotiques tels que 

BAX (Bcl-2 associated X protein) et PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis), et en 

revanche inhibe la transcription des gènes anti-apoptotiques comme BCL-2 (Findley et al., 

1997).  

o La voie extrinsèque (Figure 15-2) fait, quant à elle, intervenir le tumor necrosis factor- 

(TNF-) ou la protéine Fas-Ligand qui en interagissant avec leur récepteur de mort Fas-R 

provoque une cascade de signalisation et l’activation des caspases -3 et -7. Cette voie 

extrinsèque est également dépendante de p53 puisqu’en réponse à l’irradiation, p53 active 
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l’expression du récepteur Fas-R (Embree-Ku et al., 2002; Reap et al., 1997).  

o Une troisième voie moléculaire a été décrite dans les cellules endothéliales, mais 

également retrouvée dans les cellules de GB, comme dépendante de l’acid sphyngomyelinase 

(aSMase) et des céramides (Figure 15-3) (Hara et al., 2004; Kolesnick and Fuks, 2003; Paris et 

al., 2001). L’irradiation induit la translocation membranaire et l’activation de l’aSMase 

permettant ainsi la transformation de la sphyngomyéline en céramide (Peña et al., 2000). Le 

regroupement des céramides permet la transduction d’un signal et l’activation de la protéine 

pro-apoptotique Bax, le relargage du cytochrome C ou encore l’activation de la voie 

p38/MAPK qui contribuent à l’apoptose (Niaudet et al., 2017). De façon intéressante, cette 

voie des céramides est indépendante des dommages à l’ADN.  

Figure 15 : Représentation des principales voies apoptotiques induites par les rayonnements 
ionisants 

Différentes voies moléculaires sont impliquées dans la mise en place d’une mort par apoptose après une 
irradiation des cellules. 1 : La voie intrinsèque. 2 : La voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort. 3 : La voie 
des céramides. 
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Comme nous l’avons indiqué, la sénescence et l’apoptose partagent un médiateur 

moléculaire commun qui est activé par les dommages de l’ADN, à savoir p53. Bien qu’une 

différence de modifications post-traductionnelles de p53 soit observée entre cellules 

sénescentes et cellules apoptotiques, les processus dirigeant la cellule vers l’une ou l’autre 

« mort » cellulaire demeurent incertains. 

 

 La catastrophe mitotique a été décrite comme un processus intermédiaire qui précède 

la mort cellulaire apoptotique ou nécrotique (Galluzzi et al., 2018; Surova and Zhivotovsky, 

2013). Ce processus se distingue par la formation de cellules géantes qui présentent plusieurs 

noyaux et/ou micronoyaux (Castedo et al., 2004; Rello-Varona et al., 2012). La catastrophe 

mitotique, également dénommée mort mitotique, est le résultat d’une mitose aberrante suite 

à des points de contrôle du cycle cellulaire non fonctionnels (Lauber et al., 2012). La perte 

d’expression des protéines impliquées dans la transduction du signal des dommages à l’ADN 

comme ATR, ATM, Chk-1 ou Chk-2 favorise la catastrophe mitotique (Vogel et al., 2007). 

L’hyper-amplification du centrosome, observée après RT, peut également favoriser 

l’apparition d’une ségrégation chromosomique anormale et une mort par catastrophe 

mitotique (Dodson et al., 2007). En effet, le centrosome est un acteur majeur de la mitose 

puisque sa duplication et sa migration aux deux pôles de la cellule régissent le bon 

déroulement de la mitose.  

Toutefois, il est difficile de distinguer la catastrophe mitotique de la sénescence. En 

effet, les cellules sénescentes et les cellules en mort mitotique présentent une augmentation 

du volume cellulaire et nucléaire ainsi qu’une surexpression de la -galactosidase (Galluzzi et 

al., 2018). 

 

 L’autophagie est un processus d’auto-digestion des organelles par des vésicules 

nommées autophagosomes. La formation de ces autophagosomes est hautement régulée et 

sous la dépendance des protéines Atg (autophagy-related protein). L’activation de p53 via 

ATM est également impliquée dans la mise en place de l’autophagie via la transcription des 

sestrines qui activent la voie AMPK/TSC/mTOR (Budanov and Karin, 2008; Ryan, 2011). Cette 

activation de TSC (tuberous sclerosis) peut toutefois être également indépendante de p53.  

Une autre voie également impliquée dans la mise en place de l’autophagie fait 

intervenir la bécline-1 qui permet la formation de l’autophagosome (Marquez and Xu, 2012).  



Introduction – Partie 1 : Les glioblastomes 

Page | 29 
 

Tout comme l’apoptose, l’autophagie est régulée par p53, cependant la distinction 

entre ces 2 types de mort est contrôlée par Bcl-2. En effet, si Bcl-2 se lie à la bécline-1, 

l’autophagosome ne peut être formé (Figure 16-1), en revanche si Bcl-2 est lié à Bax c’est alors 

l’apoptose qui est inhibée et la bécline-1 ainsi libérée peut permettre la formation de 

l’autophagosome (Figure 16-2). Cette balance entre Bcl-2/bécline-1 et Bcl-2/Bax serait sous la 

dépendance du stress du réticulum endoplasmique (Chaurasia et al., 2016). L’autophagie 

jouerait un double rôle puisqu’elle peut induire d’une part, la mort cellulaire mais d’autre part, 

une radiorésistance par élimination des dommages induits par les ROS et ainsi permettre 

l’adaptation des cellules en réponse aux RX (Maier et al., 2016).  

 

 La nécrose se caractérise par un dysfonctionnement mitochondrial, une fragmentation 

de l’ADN et enfin une rupture de la membrane cellulaire qui permet la libération du contenu 

cellulaire dans l’espace environnant. Cette dernière caractéristique permet de distinguer 

l’apoptose de la nécrose. En effet, la nécrose contrairement à l’apoptose favorise une réaction 

inflammatoire (Festjens et al., 2006). La nécrose a été initialement décrite comme une mort 

non-contrôlée, cependant ce point semble être maintenant contesté. La nécrose serait activée 

en cas de non fonctionnalité de l’apoptose ou de l’autophagie. L’inhibition de ces deux morts 

cellulaires respectivement par des inhibiteurs de caspases et d’Atg-1 favoriserait le switch vers 

une mort nécrotique (Golstein and Kroemer, 2007).  

Figure 16 : Bcl-2, un médiateur entre l'autophagie et l'apoptose 

1 : Bcl-2 se lie à la bécline-1 et favorise ainsi la mise en place de l’apoptose avec la biodisponibilité de la protéine 
Bax. 2 : Au contraire, en se fixant à Bax, Bcl-2 libère la bécline-1 impliqué dans la formation de l’autophagosome 
et l’autophagie. 



Introduction – Partie 1 : Les glioblastomes 

 

Page | 30 
 

De façon à optimiser la RT dans les GB, ce traitement est toujours associé à une CT. 

 

III.3 La chimiothérapie 

Historiquement, le traitement de CT de première ligne reposait sur l’administration de 

molécules nitroso-urées comme la lomustine ou la carmustine. Toutefois, depuis les années 

2000, le traitement de CT pour les GB repose sur l’administration par voie orale de 

témozolomide (TMZ). Cet agent alkylant de seconde génération présente l’intérêt de franchir 

la BHE, même si celle-ci est altérée dans les GB, et possède une forte affinité pour le tissu 

tumoral (Alifieris and Trafalis, 2015). 

 

 Principe d’action du témozolomide 

Le TMZ est administré sous forme de prodrogue et est directement converti à pH 

physiologique en MTIC (monomethyl triazenoïmidazole carboxamide). Celui-ci est 

relativement instable et sera converti à son tour en deux composés inactifs, le AIC 

(5-aminoimidazole-4-carboxamide) et en methyl-diazonium. Ces cations de methyl-diazonium 

provoquent alors des réactions d’alkylation au niveau de l’ADN avec l’ajout de groupement 

méthyle sur la guanine en position N7, O6 et sur l’adénosine en position O3 (Figure 17). La 

méthylation de l’ADN a pour but de provoquer des mésappariements lors de la réplication de 

l’ADN, entraînant ainsi un arrêt du cycle dans le phase G2/M du cycle cellulaire puis la mort 

cellulaire (Mrugala and Chamberlain, 2008).  

Figure 17 : Processus de méthylation de l'ADN par le témozolomide 
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 Réparation des dommages induits par le témozolomide 

La réparation des dommages chimio-induits est prise en charge par l’enzyme MGMT 

ou le système de réparation MMR en cas de mésappariement de l’ADN (Daniel et al., 2019). 

Cependant, comme mentionné en début d’introduction, l’hyperméthylation du gène MGMT 

retrouvée fréquemment dans les GB (sporadique ou suite à la mutation des gènes IDH) 

conduit à une répression transcriptionelle du gène, empêchant ainsi la réparation des 

dommages à l’ADN. Cette modification épigénétique se traduit alors par une meilleure 

réponse à cette CT. Dès lors que les dommages à l’ADN sont détectés, comme pour la RT, les 

cascades de signalisation ATM/Chk-2 et ATR/Chk-1 sont activées afin de faciliter un arrêt du 

cycle cellulaire (Oshige et al., 2010). Celui-ci est préférentiellement retrouvé dans la phase 

G2/M du cycle cellulaire et semble être dépendant de la voie ATR/Chk1 qui inactive la Cdc25c 

et donc l’expression du complexe Cycline-B/CDK-1, responsable de la transition G2/M 

(Aasland et al., 2018; Hirose et al., 2001). Si les dommages persistent, les mécanismes de mort 

cellulaire sont déclenchés. 

 

 Processus de morts cellulaires après traitement au témozolomide 

Les mécanismes de mort induits par le TMZ sont complexes avec une relation étroite 

et séquentielle entre trois processus que sont l’autophagie, l’apoptose et la sénescence. 

Aucune de ces morts ne sera observée en présence de l’enzyme MGMT. 

 L’autophagie : Knizhnik et al., ont montré sur des cellules de GB exposées au TMZ que 

l’activation de la voie ATM induit le processus d’autophagie (Knizhnik et al., 2013). Ce 

processus de mort, observé dans d’autres études, est associé à une augmentation de 

l’expression des protéines caractéristiques de l’autophagie comme la bécline-1, Atg-5 ou 

LC3-II (Cheng et al., 2012; Kanzawa et al., 2003).  

 

 La mort par apoptose a également été mise en évidence après un traitement au TMZ. 

Néanmoins celle-ci est plus tardive et est inhibée par l’autophagie dont l’apparition est plus 

précoce (Knizhnik et al., 2013; Roos et al., 2007). En effet, l’inhibition d’ATM par du 

3-méthyladénine (3-MA) provoque une augmentation de cellules apoptotiques (Knizhnik et 

al., 2013). Comme pour les morts radio-induites, la relation entre l’autophagie et l’apoptose, 

observée après traitement par TMZ, ferait intervenir le duo Bcl-2/bécline-1 (Figure 16).  
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 La sénescence : celle-ci implique ATR. Suite à une exposition des cellules au TMZ, ATR 

active p53 et secondairement p21 qui induit l’entrée en sénescence des cellules. 

Parallèlement, ATR favorise la sénescence de phénotype SASP, en activant le facteur de 

transcription NF-B et ses gènes cibles tels que les gènes IL-6 et IL-8 (Aasland et al., 2018). Par 

ailleurs, le facteur NF-B s’oppose à l’apoptose chimio-induite en favorisant l’expression de 

protéines anti-apoptotiques.  

Outre ATR, la sénescence peut également être induite par la voie ATM. Cette dernière 

favorise, en effet, l’autophagie mais celle-ci ne serait qu’une « mort » intermédiaire avant la 

sénescence qui intervient plus tardivement. En effet, l’inhibition de l’autophagie diminue 

fortement la sénescence cellulaire et favorise la mise en place de l’apoptose (Knizhnik et al., 

2013). 

Bien que le TMZ puisse entraîner la mort cellulaire, l’intérêt de cette CT réside dans 

son effet radiosensibilisant. En effet, l’administration du TMZ permet de bloquer les cellules 

tumorales dans la phase G2/M du cycle cellulaire, phase durant laquelle les cellules seront 

plus sensibles à la RT (Dillon et al., 2014). Cette administration concomitante de CT et de RT, 

qui a démontré son efficacité sur des modèles pré-cliniques de GB, est utilisée en clinique et 

demeure le traitement de référence des GB sous la dénomination de protocole « Stupp » 

(Stupp et al., 2005). 

 

III.4 Le protocole Stupp 

Actuellement et depuis 2005, après la chirurgie, les patients reçoivent une 

administration de TMZ concomitante au traitement de RT. Ce protocole dit « Stupp » se 

décompose comme indiqué sur la Figure 18A (Stupp et al., 2005) : 

 Une RT à la dose de 2 Gy (Gray) répétée 5 jours/semaine sur 6 semaines, soit une dose 

totale de 60 Gy en association au TMZ à la dose de 75 mg/m² de surface corporelle. 

 Une CT adjuvante de 150 à 200 mg/m2 de surface corporelle administrée pendant 6 

cycles de 5 jours/semaine, chaque cycle étant espacé de 4 semaines. 
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 Le protocole Stupp a permis d’améliorer la médiane de vie des patients à 14,6 mois par 

comparaison à la RT seule qui elle-même présente un avantage non négligeable par rapport 

aux patients n’ayant reçu aucun traitement (Figure 18B) (Stupp et al., 2009; Weller et al., 

2009).  

Toutefois, une récidive est inévitable. En effet, les caractéristiques intrinsèques des 

cellules de GB font de ces dernières des cellules résistantes aux traitements de RCT.  

 
Parmi ces mécanismes de résistance intrinsèque, on peut citer les défenses 

anti-oxydantes particulièrement présentes dans les cellules de GB et qui s’opposent à la 

génération de ROS, l’augmentation d’expression des systèmes de détection et de réparation 

des dommages à l’ADN et enfin une résistance aux processus de mort cellulaire avec par 

Figure 18 : Protocole Stupp 

A : Schéma de traitement administré aux patients porteurs de GB. (D’après Stupp et al., 2008). B : Courbes de 
survie des patients selon le traitement appliqué. (D’après Weller et al., 2009). 
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exemple les mutations de p53, voie particulièrement impliquée dans le devenir cellulaire 

(Engelmann and Pützer, 2010; Otomo et al., 2004; Smith-Pearson et al., 2008). De plus, les 

CSG sont également considérées comme extrêmement résistantes aux traitements de CT et 

de RT. Ces CSG permettent ainsi de maintenir un « pool » de cellules cancéreuses et favorisent 

la récidive tumorale (Stiles and Rowitch, 2008).  

 

Outre les propriétés propres aux cellules tumorales et aux CSG, de nombreuses études 

ont montré l’importance du microenvironnement dans le développement tumoral mais aussi 

dans la réponse aux traitements. En effet, ce microenvironnement qui se définit comme un 

ensemble cellulaire, moléculaire et physicochimique joue un rôle majeur dans le 

développement tumoral (Swartz et al., 2012). Ce système complexe et dynamique entretient 

des interactions constantes et bidirectionnelles entre le microenvironnement et les cellules 

tumorales. Ainsi, dans les GB, l’hypoxie, la vascularisation tumorale et la réponse 

inflammatoire sont autant d’acteurs susceptibles de moduler non seulement les capacités de 

développement de ces tumeurs mais aussi leur réponse au traitement. 

Nous décrirons les propriétés de chacun de ces 3 compartiments dans la suite de ce 

manuscrit. 
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Partie 2 : L’hypoxie  

 

L’hypoxie se définit, comme une inadéquation entre l’apport et la consommation 

d’oxygène. Différents niveaux d’hypoxie peuvent être retrouvés dans les tissus mais aussi les 

tumeurs (Koh and Powis, 2012) : 

 La normoxie correspond à la pression en oxygène (pO2) atmosphérique, soit 160 

millimètres de mercure (mmHg) ou 21 % d’oxygène. 

 La physioxie correspond à la pression en oxygène des tissus (ptO2) en conditions 

physiologiques. Cette ptO2 s’étend selon les tissus entre 15 et 68 mmHg soit entre 2 et 9 % 

d’O2. Lorsque la ptO2 diminue en dessous des conditions physiologiques, on parle alors 

d’hypoxie.  

 L’hypoxie peut être également subdivisée selon la sévérité de celle-ci. On peut 

retrouver une hypoxie modérée quand les tissus ont une pression en oxygène comprise entre 

8 et 15 mmHg soit entre 1 et 5 % d’O2. En deçà de 1 % d’O2, l’hypoxie est considérée comme 

sévère. Enfin, on peut parler d’anoxie en absence ou quasi absence d’O2 (<0,1 % d’O2). 

 
La présence de zones hypoxiques est une caractéristique de nombreuses tumeurs 

solides, dont le GB, dans lequel la ptO2 moyenne avoisine 1 % d’O2 avec des régions pouvant 

atteindre 0,2 % d’O2 (Rampling et al., 1994; Vaupel and Mayer, 2007). L’hypoxie se met en 

place progressivement lors du développement tumoral avec notamment la prolifération des 

cellules qui limite ainsi la diffusion de l’oxygène de par la densité cellulaire (Figure 19), mais 

aussi par une vascularisation anormale (Figure 20), limitant la perfusion des vaisseaux en sang 

oxygéné (Kempf et al., 2015). 

Figure 19 : Mise en place du gradient d'oxygène au cours du développement tumoral 

Schéma obtenu par des analyses in silico. (D’après Kempf et al., 2015). 
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Selon leur origine et leur localisation, on distingue deux catégories d’hypoxie 

(Figure 20) (Brown and Wilson, 2004; Yeom et al., 2012) : 

 L’hypoxie aigüe est la résultante d’une vascularisation chaotique dans la tumeur. En 

effet, les anomalies structurelles des vaisseaux tumoraux induisent des fluctuations de la 

perfusion sanguine. Cela donne lieu à des zones d’hypoxie transitoires à proximité des 

vaisseaux (Dewhirst, 2007). 

 L’hypoxie chronique est la résultante de l’éloignement des cellules aux vaisseaux. Les 

cellules se situant entre 50 et 100 µm d’un vaisseau sanguin vont avoir un apport en oxygène 

nécessaire seulement pour la survie cellulaire. La diffusion de l’oxygène est limitée entre 100 

et 200 µm d’un vaisseau et provoque au-delà de cette distance des zones d’anoxie voir de 

nécrose, avec une mort inévitable des cellules (Dewhirst, 2007; Forster et al., 2017). 

 
 
 
 
 

Figure 20 : La vascularisation tumorale, un frein à l’oxygénation 

La vascularisation du tissu sain, organisée, permet la bonne distribution de l’oxygène (A). En revanche, la 
vascularisation chaotique des tumeurs provoque l’apparition de zones d’hypoxie voir de nécrose. L’hypoxie 
retrouvée dans les tumeurs peut être aïgue et transitoire ou chronique (B). (D’après Brown and Wilson, 2004). 
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II.1 Mise en évidence de l’hypoxie dans les glioblastomes 

La mise en évidence de l’hypoxie est un élément essentiel dans le diagnostic et la 

réponse à la RT. 

Plusieurs techniques existent afin d’évaluer l’oxygénation d’un tissu. La première 

consiste à évaluer l’oxygénation de la tumeur pendant l’acte chirurgical à l’aide d’une sonde 

polarographique sensible à l’O2. Cette technique, bien qu’extrêmement invasive, a permis de 

mettre en évidence dans les GB, des ptO2 proches de 0,2 % d’O2 (soit 1,6 mmHg) (Rampling et 

al., 1994).  

L’hypoxie peut également être mise en évidence de façon indirect suite à l’analyse des 

pièces opératoires par l’utilisation de marqueurs endogènes, HIF-1α ou CAIX (anhydrase 

carbonique IX), ou exogène (injection de pimonidazole aux patients, 24 h avant opération) 

(Bekaert et al., 2017; Evans et al., 2010). Toutefois, ces techniques d’immunomarquages qui 

reposent sur l’analyse de pièces opératoires ont des seuils de sensibilité différents et ne 

rendent pas compte de l’hétérogénéité intratumorale. 

 Cependant, avec les avancées récentes dans le domaine de l’imagerie médicale, l’IRM 

et plus encore la tomographie par émission de positons (TEP) permettent de visualiser 

l’hypoxie tumorale de façon moins invasive mais également de façon plus globale. Dans cet 

objectif, l’examen par TEP repose sur l’injection d’un radiotraceur sélectif pour l’hypoxie. 

Le radiotraceur le plus communément utilisé et le mieux caractérisé actuellement pour 

la détection de l’hypoxie est le [18F]-Fluoromisonidazole ([18F]-FMISO). En effet, le [18F]-FMISO 

est extrêmement sensible à l’oxygénation du tissu et permet de détecter des zones d’hypoxies 

sévères autour de 1 % d’O2 (soit 8 mmHg). Ce radiotraceur, au regard de sa sensibilité et de sa 

stabilité est utilisé pour différencier les différents grades de gliomes, notamment entre le 

gliome de grade III et le GB (Figure 21A) (Bekaert et al., 2017; Kawai et al., 2014). Toutefois, le 

[18F]-FMISO présente une demi-vie relativement courte (110 min) et un faible rapport 

signal/bruit (Padhani et al., 2007), c’est pourquoi, de nombreux radiotraceurs sont 

actuellement en cours de développement et de validation  comme le [18F]-EF5, le [64Cu]-ATSM 

ou encore le [18F]-FLUSONIM (Koch et al., 2010; Perrio, 2018; Tateishi et al., 2013). 
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II.2 L’hypoxie, un marqueur diagnostic des glioblastomes 

L’hypoxie est une caractéristique majeure des GB. Cependant, elle présente une 

hétérogénéité intrapatients mais aussi interpatients. Plusieurs études ont montré une 

corrélation entre l’hypoxie tumorale et la survie des patients. Ainsi, il a pu être mis en évidence 

que les patients présentant des régions hypoxiques sévères avaient une survie globale plus 

faible que les patients présentant de faibles régions hypoxiques (Figure 21B) (Bekaert et al., 

2017; Kawai et al., 2014; Spence et al., 2008).  

Ces données soulignent l’importance de l’hypoxie dans la physiopathologie des GB. En 

effet, en réponse à ces changements d’oxygénation, les cellules de GB, s’adapteront et 

développeront différents mécanismes moléculaires et cellulaires afin de favoriser leur survie 

et leur capacité à proliférer. 

 

II.3 Adaptation des cellules tumorales à l’hypoxie 

 Les réponses à l’hypoxie à l’échelle moléculaire 

II.3.1.1 Les facteurs HIFs 

Au niveau cellulaire, la réponse à l’hypoxie est principalement sous la dépendance des 

facteurs de transcription HIFs (hypoxia inducible factor). Les facteurs HIFs sont des 

hétérodimères composés d’une sous-unité α, dépendante de l’oxygène et d’une sous-unités 

Figure 21 : Mise en évidence de l'hypoxie par tomographie par émission de positons 

A : Images obtenues par imagerie pondérée T1 après injection de Gd (IRM T1wGd) et en TEP [18F]-FMISO dans 
un gliome de grade III et un GB. B : Courbe de survie selon le volume hypoxique retrouvé au sein de la tumeur. 
(D’après Kawai et al., 2014). 
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β, autrement appelée ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) et qui est 

exprimée de façon constitutive par la cellule. Les sous-unités α sont au nombre de 

trois (HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α) et les sous-unités β présentent, quant à elles, deux 

isoformes (HIF-1β et HIF-2β) (Brahimi-Horn and Pouysségur, 2009).  

Structurellement (Figure 22), les sous-unités HIF-α possèdent une structure bHLH 

(basic helix loop helix) permettant la fixation à des séquences spécifiques de l’ADN appelées 

séquences HRE (hypoxia responsive element), un domaine PAS (PER-ARNT-SIM) impliqué dans 

la dimérisation des facteurs et des domaines TAD (terminal transactivation domain), 

permettant l’activité transcriptionelle. Les sous-unités HIF-α ont la particularité de présenter 

des séquences ODDD (oxygen-dependent degradation domain). Or, ce sont ces séquences qui 

sont responsables de leur dégradation en présence d’oxygène (Masoud and Li, 2015).  

 
Historiquement, le facteur HIF-1α a été identifié pour la première fois en 1992 

(Semenza and Wang, 1992). Ce n’est toutefois qu’en 2019 que William Kaelin Jr, Sir Peter 

Radcliffe et Greg Semenza se sont vu attribués le prix Nobel de médecine pour avoir mis en 

exergue le mécanisme d’adaptation des cellules en hypoxie par le facteur HIF-1α. 

 

Figure 22 : Structure des isoformes HIF- et HIF- 

Les sous-unités HIF-α dépendantes de l’oxygène se distinguent des sous-unités HIF- constitutives, par la 
présence d’un domaine ODDD (oxygen-dependent degradation domain) responsables de leur dégradation en 
présence d’oxygène. (D’après Brahimi-Horn and Pouysségur, 2009). 
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II.3.1.2 Régulation des HIFs 

La stabilité des HIFs dépend de l’oxygènation (Simon, 2016).  

 En présence d’oxygène (Figure 23A), les prolyl-hydroxylases (PHD), dont l’activité 

enzymatique est dépendante de l’O2 et du Fe2+, vont hydroxyler les sous-unités α sur leur 

domaine ODDD riche en résidus lysine et proline. L’hydroxylation des sous-unités HIF-α 

permet ainsi leur reconnaissance par la protéine von Hippel-Lindau (VHL) qui entraîne leur 

ubiquitination puis leur dégradation par le protéasome.  

 

 En revanche, en absence d’oxygène (Figure 23B), suite à l’inactivation des PHD, les 

sous-unités HIF-α ne peuvent être hydroxylées, et ne peuvent donc pas être dégradées par le 

protéasome. Ainsi, les sous-unités HIF-α seront stabilisées dans le cytoplasme de la cellule, et 

pourront former des dimères avec les sous-unité HIF-1β. Ces dimères subiront alors une 

translocation dans le noyau, grâce aux séquences nuclear localization signal (NLS) et 

exerceront leurs activités transcriptionelles après liaison aux séquences HRE situées en amont 

de certains gènes. 

Figure 23 : Régulation des protéines HIFs 

A : En normoxie, les sous-unités HIF-α (hypoxia inducible factor α) sont hydroxylées par les prolyl-hydroxylases 
(PHD), ce qui permet leur reconnaissance par la protéine de von Hippel-Lindau (pVHL) qui entraîne 
l’ubiquitination et la dégradation de la sous-unité HIF-α. B : En absence d’oxygène, 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 après translocation dans le noyau. (D’après Simon, 2016). 
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Bien que leur régulation soit identique et que leurs cibles soient les séquences HRE, il 

existe des différences entre les sous-unités HIF-1α et HIF-2α. HIF-1α serait plutôt stabilisée 

lors d’hypoxie sévère (< à 1 % d’O2) et aigüe (< à 24h), alors que HIF-2α serait activé lors 

d’hypoxie modérée (< à 5 % d’O2) et chronique (48-72h) (Bordji et al., 2014; Koh and Powis, 

2012). Il faut par ailleurs noter que l’expression de HIF-1 et/ou HIF-2 peut dépendre du type 

cellulaire (Keith et al., 2012).  

 

II.3.1.3 Les gènes cibles des HIFs 

Comme mentionné ci-dessus les gènes cibles inductibles par les HIFs doivent présenter 

dans leur région régulatrice UTR (untranslated transcribed region), une séquence HRE 

consensus 5’-NCGTG-3’ (où N correspond à une base purique A ou G).  

De façon non exhaustive, HIF-1α et HIF-2α peuvent transactiver des gènes identiques 

impliqués principalement dans l’angiogenèse et le métabolisme tel est le cas du facteur VEGF 

(vascular endothelial growth factor), de l’enzyme CAIX ou encore du transporteur GLUT-1 

(glucose transporter-1). Cependant, HIF-1α et HIF-2α peuvent réguler des gènes cibles 

spécifiques suivant les co-facteurs auxquels ils vont se lier (Pawlus and Hu, 2013). De façon 

simplifiée, les gènes cibles de HIF-1α sont principalement impliqués dans la glycolyse alors que 

les gènes cibles de HIF-2α sont d’avantage impliqués dans la tumorigenèse (Figure 24) (Henze 

and Acker, 2010; Keith et al., 2012; Pawlus and Hu, 2013). Toutefois, cette liste de gènes n’est 

pas exhaustive et le nombre de gènes cibles régulés par les HIFs ne cesse d’augmenter.  

 

Figure 24 : Représentation de quelques processus biologiques régulés par HIF-1 et HIF-2 

Les gènes cibles de HIF-1 et HIF-2 sont indiqués respectivement en bleu et en rouge alors que les gènes communs 
sont représentés en noir. (D’après Henze and Acker, 2010). 
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Au regard du nombre de gènes qu’ils régulent, les facteurs HIFs participent à un grand 

nombre de processus qui contribueront à la progression tumorale en agissant aussi bien sur 

les cellules tumorales, que sur le microenvironnement tumoral. 

 

 Les réponses à l’hypoxie à l’échelle cellulaire 

II.3.2.1 Effets de l’hypoxie sur la prolifération des cellules tumorales 

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

cellulaire ne semblent pas identiques.  

L’hypoxie modérée, qui est la plus souvent observée dans les GB, favorise la 

prolifération cellulaire. Parmi les gènes cibles de HIF, on retrouvera des gènes codant pour des 

facteurs de croissance comme le facteur de croissance IGF (insulin-like growth factor), le 

facteur PDGF (platelet-derived gowth factor) ou l’EPO (érythropoïétine) qui sont des facteurs 

mitogènes pour les cellules de GB (Clara et al., 2014; Mori et al., 2016; Pérès et al., 2014). En 

revanche, une hypoxie sévère diminue la prolifération cellulaire. En effet, dans ces conditions 

HIF induit l’expression des protéines inhibitrices du cycle cellulaire comme p21 (Goda et al., 

2003).  

 

II.3.2.2 Effets de l’hypoxie sur le métabolisme des cellules tumorales 

Les cellules tumorales de GB, comme toutes autres cellules tumorales, présentent un 

métabolisme énergétique particulier distinct de celui des cellules saines différenciées 

(Figure 25A). En effet, que ce soit en présence ou en absence d’oxygène, les cellules tumorales 

privilégient la glycolyse aérobie, qui génère une production accrue de protons (H+) et de 

lactate, on parle de l’effet Warburg (Figure 25B) (Vander Heiden et al., 2009). Dans les 

conditions d’hypoxie, cet effet Warburg est renforcé par la surexpression HIF-dépendante des 

transporteurs du glucose GLUTs, des enzymes de la voie de la glycolyse et de LDHA (lactate 

déshydrogénase A), enzyme impliquée dans la conversion du pyruvate en lactate (Colwell et 

al., 2017; Semenza, 2010).  

 



Introduction – Partie 2 : L’hypoxie 

 

Page | 43 
 

 

Le lactate et les protons, ainsi produits, acidifient le milieu intracellulaire (Figure 26). 

En réponse à cette acidose, les cellules tumorales s’adapteront en surexprimant de 

nombreuses protéines exportatrices afin de transporter ces composés néfastes dans l’espace 

extracellulaire. En conditions d’hypoxie, on retrouve effectivement une surexpression des 

échangeurs Na+/H+, Cl-/HCO3-, des récepteurs comme les transporteurs de monocarboxylates 

(MCTs) ou encore l’enzyme CAIX.  

 

Figure 25 : Métabolisme des cellules tumorales 

A : Dans le tissu sain, les cellules vont utiliser le glucose pour produire de l’énergie principalement sous forme 
d’ATP (adénosine triphosphate), selon deux voies distinctes dépendantes de l’oxygène (O2). En présence d’O2, le 
pyruvate produit par la glycolyse est métabolisé dans la mitochondrie pour produire de l’ATP et du dioxyde de 
carbone (CO2) suite à la phosphorylation oxydative. En absence d’O2, la phosphorylation oxydative ne peut 
fonctionner et le pyruvate reste donc dans le cytoplasme où il va fermenter en lactate, un phénomène nommé 
« effet Pasteur ». B : Les cellules tumorales privilégieront la voie de la fermentation lactique malgré la présence 
d’O2, un mécanisme nommé glycolyse aérobie ou « effet Warburg ». (D’après Vander Heiden et al., 2009). 



Introduction – Partie 2 : L’hypoxie 

 

Page | 44 
 

 
Une fois acheminés dans le milieu extracellulaire via les transporteurs cités ci-dessus, 

ces différents ions et métabolites sont normalement pris en charge par le réseau vasculaire. 

Or, dans ce contexte de GB, la vascularisation anormale, entraîne une stagnation de ces 

composés dans l’espace extracellulaire ce qui conduit ainsi à l’acidification du milieu, pouvant 

atteindre des valeurs de pH proches de 6,5 comme il a été montré expérimentalement dans 

un modèle de GB murin (Coman et al., 2016). Cette acidification du milieu extracellulaire 

favorisera la prolifération cellulaire, l’invasion, l’angiogenèse, l’immunosuppression mais aussi 

la résistance à la RT et à la CT (Reichert et al., 2002; Vaupel, 2010).  

 

II.3.2.3 Effets de l’hypoxie sur l’invasion des cellules tumorales 

Les GB sont des tumeurs extrêmement diffuses dans le parenchyme cérébral, de par 

la capacité d’invasion des cellules de GB. Bien que les métastases issues de GB ne soient que 

très rarement observées, l’équipe de Gao et al, a récemment montré l’existence de cellules 

tumorales circulantes dans le sang périphérique des patients suggérant l’initiation d’un 

phénomène métastatique (Gao et al., 2016).  

Figure 26 : Effets de l'hypoxie sur le pH 

Le métabolisme des cellules tumorales induit une acidification du milieu extracellulaire qui est d’autant plus 
prononcée en condition d’hypoxie. En effet, l’hypoxie augmente l’expression des transporteurs MCTs, GLUTs et 
de l’enzyme CAIX, qui contribuent à l’acidification du milieu extracellulaire. 
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L’infiltration des cellules tumorales est étroitement liée à leur capacité de sécrétion de 

nombreuses protéases (Ferrer et al., 2018). Ces protéases MMPs en dégradant la matrice 

extracellulaire (MEC) permettront aux cellules d’envahir le tissu environnant selon 5 voies 

préférentielles (Figure 27).  

Ainsi, les cellules de GB pourront migrer de façon diffuse à travers la MEC, le long de 

la surface sous piale, le long des fibres de substances blanches mais aussi le long des vaisseaux 

sanguins (Cuddapah et al., 2014; Louis, 2006; Seano and Jain, 2020). Plus récemment, la 

découverte des nanotubes et des microtubes tumoraux a permis de décrire un nouveau 

mécanisme d’invasion pour les cellules de GB en générant des protrusions cellulaires, pouvant 

aller jusqu’à 500 µm de distance (Osswald et al., 2015).  

 

Le microenvironnement et notamment l’hypoxie est un acteur majeur dans l’invasion 

tumorale. En effet, HIF-1 est un puissant régulateur de l’invasion cellulaire puisqu’il favorise 

l’expression de molécules impliquées dans le détachement cellulaire, dans la dégradation de 

la MEC et encore dans l’invasion. Parmi ces molécules, on retrouve la MMP-2, la cathepsine D, 

l’uPA (urokinase plasminogen activator), la vimentine ou la fibronectine.  

Figure 27 : Représentation des différentes voies de migration des cellules tumorales 

Les cellules de GB migrent dans le parenchyme cérébral en s’appuyant sur l’architecture cérébrale mais 
également en modifiant leur morphologie comme le suggère la formation de microtubes. (D’après Louis, 2006 ; 
Osswald et al., 2015). 
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L’hypoxie n’impacte pas seulement les cellules tumorales « différenciées ». L’existence 

et le devenir des CSG présentes dans l’environnement tumoral peuvent également être 

influencés par cette diminution d’oxygène. 

 

 L’hypoxie et cellules souches 

II.3.3.1 Notion de niche tumorale 

Les CSG sont retrouvées dans un écosystème spécifique, appelé « niche », qui génère 

un environnement idéal au maintien du phénotype souche des CSG. Plusieurs niches ont été 

décrites pour les CSG (Figure 28). 

 

 Niche hypoxique 

Ces niches (Figure 28A) sont préférentiellement retrouvées aux abords des zones de 

nécrose. En effet, l’absence d’oxygène semble être un élément déterminant dans la survie et 

dans l’auto-renouvellement des CSG (Soeda et al., 2009). Les facteurs HIFs contrôlent 

effectivement plusieurs processus impliqués dans les CSG. Par exemple, ils participent au 

maintien de l’état souche des CSG, notamment en activant la voie Notch (Lino et al., 2010). 

D’autre part, la stabilisation et l’activation de HIF-2α, dont l’expression est augmentée dans 

les CSG par rapport aux cellules tumorales différenciées, induit l’expression de gènes 

impliqués dans le maintien de la pluripotence des cellules souches tels que NANOG, OCT-4 ou 

encore C-MYC (Filatova et al., 2013). Ce facteur c-Myc contribue également à la prolifération 

et la survie des CSG (Wang et al., 2008). 

Cet environnement hypoxique, via les facteurs HIFs, est également propice à 

l’expansion d’une autre niche dite vasculaire. 

 

 Niche vasculaire 

Les premières niches dites vasculaires (Figure 28B) ont été mises en évidence en 2007 

par Calabrese et al., En effet, cette équipe américaine a observé la présence de ces CSG en 

périphérie de la vascularisation tumorale (Calabrese et al., 2007). Cette proximité entre les 

deux types cellulaires a permis de proposer qu’il existait un dialogue entre ces deux types 

cellulaires. Des études ultérieures ont pu identifier le VEGF comme médiateur moléculaire 
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principal au sein de ces niches. En effet, le VEGF sécrété par les CSG, induit l’expression de la 

DLL-4 (delta like-4), par les cellules endothéliales, qui en interagissant avec le récepteur Notch, 

présent sur les CSG, permet le maintien du caractère souche de ces CSG (Filatova et al., 2013). 

De plus, le VEGF sécrété par les CSG stimule la prolifération des cellules endothéliales et 

l’angiogenèse tumorale. En effet, in vitro, une étude de Bao et al., a mis en évidence une 

prolifération des cellules endothéliales augmentée en présence de milieu conditionné de CSG 

(Bao et al., 2006). Toutefois, d’autres molécules impliquées dans ce dialogue ont été 

identifiées telles que sonic Hedgehog, l’eNOS (endothelial nitric oxide synthase) ou les 

molécules d’adhérence comme les intégrines (Burgett et al., 2016; Filatova et al., 2013).  

 

 Niche invasive 

Un troisième type de niches a été plus récemment décrit suite à l’identification de CSG 

dans la bordure invasive des GB, et constituerait donc une niche dite invasive (Figure 28C)  

(Hambardzumyan and Bergers, 2015). Ces niches, bien qu’encore hypothétiques, sont 

retrouvées principalement dans les zones périvasculaires. En effet, les CSG vont envahir le 

tissu en s’appuyant sur le réseau vasculaire préexistant. Cette invasion des CSG implique les 

MMPs mais également les intégrines, telle que l’intégrine 3, surexprimée dans les CSG et 

corrélée avec la prolifération et l’invasion des CSG (Nakada et al., 2013).  

Toutefois, ces niches hypoxiques, vasculaires et invasives ne pourraient en fait n’être 

qu’une seule et même entité. En faveur de cette hypothèse, l’induction de HIF au sein de ces 

niches hypoxiques augmente la production de la chimiokine SDF-1 (stromal-derived factor-1) 

qui, par l’intermédiaire de son récepteur CXCR4 présent à la surface des CSG et des cellules 

endothéliales, stimule le recrutement de ces cellules. De plus, en réponse à cette hypoxie, la 

production de VEGF permettra la formation de nouveaux vaisseaux, impliqué dans le maintien 

et l’invasion des CSG (Filatova et al., 2013; Nakada et al., 2013; Ping and Bian, 2011; Turpin et 

al., 2015). 
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 Comme nous l’avons décrit au début de ce paragraphe, l’hypoxie tumorale est une 

conséquence de la prolifération cellulaire mais aussi de la vascularisation anormale retrouvée 

au sein de la tumeur. L’hypoxie tumorale représente un des facteurs environnementaux 

majeurs à l’origine du réseau vasculaire de la tumeur et de ses caractéristiques.

Figure 28 : Représentation des différentes niches des cellules souches cancéreuses 

Organisation des composants cellulaires des niches hypoxiques (A) vasculaires (B) et invasive (C) retrouvées dans 
les glioblastomes. (D’après Hambardzumyan and Bergers, 2015). 
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Partie 3 : Le compartiment vasculaire 

La production de nouveaux vaisseaux sanguins ou angiogenèse est indispensable à tout 

tissu en développement, y compris le tissu tumoral. Si ce processus est totalement contrôlé 

en condition physiologique, celui-ci est dérégulé en condition pathologique. La 

compréhension des mécanismes impliqués dans ces dérégulations repose cependant sur une 

connaissance fondamentale de l’angiogenèse physiologique. 

 

 

I.1 Fonction et structure du compartiment vasculaire  

Le réseau vasculaire est essentiel au bon fonctionnement du corps humain car il 

permet de nourrir les cellules/tissus en oxygène et en nutriments, de draîner les déchets 

métaboliques et de véhiculer les cellules du système immunitaire.  

Ce réseau vasculaire est structurellement et spatialement organisé. Les artères et les 

veines (Figure 29A), qui constituent les macrovaisseaux, sont composés d’une couche de 

cellules endothéliales (ou endothélium), d’une membrane basale et de cellules murales telles 

que les péricytes ou les cellules musculaires lisses. Ces dernières recouvrent essentiellement 

les artères et les veines afin de réguler la circulation sanguine, par des mécanismes de 

vasoconstriction et vasodilatation. Les capillaires ou microvaisseaux (Figure 29B), principale 

zone d’échange entre la circulation sanguine et les tissus, sont, quant à eux, constitués 

uniquement d’une monocouche de cellules endothéliales et d’une lame basale. 

Figure 29 : Représentation de la structure des vaisseaux sanguins 

A : Structure et organisation des macrovaisseaux tels que les artères (en rouge) et les veines (en bleu). 
B : Structure et organisation des capillaires.  



Introduction – Partie 3 : Le compartiment vasculaire 

 

Page | 50 
 

L’organisation des cellules endothéliales au sein des capillaires permet de subdiviser 

les capillaires en 3 catégories que sont : les capillaires continus, fenestrés et discontinus 

(Figure 30) (Cleaver and Melton, 2003).  

 
L’organisation de l’endothélium est dépendante de la fonction du tissu ou de l’organe 

qu’il irrigue. Nous nous attacherons à décrire les principales propriétés du réseau vasculaire 

du cerveau.  

Une des caractéristiques majeures de la vascularisation cérébrale est la présence 

d’une BHE (Figure 31). Le cerveau qui nécessite un apport sanguin constant et continu est 

particulièrement sensible aux variations de son environnement ionique. Le cerveau doit donc 

être protégé. Les vaisseaux cérébraux présenteront donc certaines propriétés intrinsèques. 

On retrouve effectivement la présence d’un endothélium continu composé de cellules 

endothéliales ancrées entre elles par de nombreuses jonctions serrées intercellulaires 

(Figure 31). Ces jonctions serrées sont formées par des complexes de protéines 

transmembranaires liées au cytosquelette d’actine. Parmi ces protéines on retrouve les  

claudines, les occludines, et les molécules d’adhésion jonctionnelles (JAM) (Benarroch, 2012). 

La présence de jonctions serrées limite le transport paracellulaire des molécules hydrophiles. 

Celles-ci vont devoir emprunter la voie transcellulaire, plutôt qu’intercellulaire, pour rejoindre 

le compartiment intraparenchymateux. De plus, les péricytes et les pieds astrocytaires 

entourent l’endothélium continu, de façon hermétique (Figure 31). Toutes ces particularités 

Figure 30 : Représentation des différents types de capillaires 

Les capillaires continus sont constitués de cellules endothéliales jointives reposant sur une membrane basale 
continue. Les capillaires fenestrés présentent des pores appelé fenestration et reposent sur une membrane 
basale continue. Les capillaires discontinus présentent également des ouvertures mais reposent sur une 
membrane basale discontinue. (D’après Cleaver and Melton, 2003). 
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définissent la BHE, barrière physiologique, décrite en 1885 par Paul Ehrlich. 

 
Bien que l’organisation structurelle soit différente entre les tissus, les mécanismes de 

formation des vaisseaux restent semblables. 

 

I.2 Formation des vaisseaux 

La vascularisation se développe au cours de l’embryogenèse et fait intervenir deux 

processus distincts que sont la vasculogenèse et l’angiogenèse. 

 

 La vasculogenèse 

La vasculogenèse, observée principalement lors de l’embryogenèse, se définit comme 

la formation de novo de vaisseaux sanguins. Ce processus permet la formation d’un réseau 

vasculaire primitif avec la différenciation de précurseurs mésenchymateux en cellules 

endothéliales (Swift and Weinstein, 2009).  

Les cellules endothéliales et hématopoïétiques possèdent un précurseur commun qui 

est l’hémangioblaste issu du mésoderme (Figure 32-1). À l’intérieur du sac vitellin, les 

hémangioblastes forment des agrégats dans lesquels les cellules internes localisées dans le 

lumen se développent en précurseurs hématopoïétiques alors que la population de cellules 

externes forme les angioblastes (Figure 32-2). Les angioblastes sont capables de migrer avant 

Figure 31 : Réprésentation de l'endothélium cérébral et ses particularités 

L’endothélium cérébral se caractérise par la présence d’une barrière hémato-encéphalique qui limite les 
échanges entre le parenchyme cérébral et la circulation sanguine. La BHE est effectivement composée de 
péricytes et les pieds astrocytaires qui entourent un endothélium continu, avec de nombreuses jonctions 
d’adhérence et de jonctions serrées. JAM : Junctional adhesion molecule. 
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de se différencier in situ en cellules endothéliales et ainsi former des plexus primaires de 

capillaires (Figure 32-3) (Risau and Flamme, 1995).  

 

Initialement, on pensait que les précurseurs endothéliaux existaient seulement durant 

la vie embryonnaire. Depuis, ces cellules ont été également décrites chez l’adulte non 

seulement dans la moelle osseuse mais aussi dans le sang. Ces progéniteurs endothéliaux 

semblent capables d’être mobilisés pour coloniser les tissus ischémiques ou les tumeurs où ils 

se différencient en cellules endothéliales matures (Carmeliet, 2000). 

 

 L’angiogenèse   

L’angiogenèse se définit comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir 

de vaisseaux préexistants (Carmeliet and Jain, 2011). 

L’angiogenèse est un processus physiologique majeur durant le développement 

embryonnaire, pendant lequel la prolifération endothéliale est importante. Cependant chez 

l’adulte, la prolifération des cellules endothéliales devient très faible avec une estimation d’un 

temps de doublement moyen d’environ 1000 jours. On considère, que 1 cellule sur 10 000 est 

en prolifération à un instant t (Engerman et al., 1967). On dit que le système vasculaire est 

quiescent, bien que ce processus puisse être observé dans certaines situations physiologiques 

(le cycle menstruel, le développement musculaire, la cicatrisation). Chez l’adulte, la croissance 

angiogénique s’observera essentiellement en conditions pathologiques. 

Figure 32 : Formation des vaisseaux sanguins par vasculogènese 

1 : Les hémangioblastes forment des agrégats. 2 : Ces cellules forment des ilôts sanguins et se différencient en 
angioblastes et en précurseurs hématopoïétiques. 3 : Les angioblastes se différencient à leur tour en cellules 
endothéliales et forment un réseau vasculaire primitif. (D’après Rissau and Flamme, 1995). 
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Ce processus se développe selon deux processus que sont le bourgeonnement de 

vaisseaux préexistants ou bien l’intussusception (Carmeliet, 2000; Prior et al., 2004).  

 

I.2.2.1 L’angiogenèse intussusceptive 

L’angiogenèse intussusceptive (Figure 33) correspond à la division d’un vaisseau en 

plusieurs vaisseaux de diamètre inférieur. La division interne longitudinale du vaisseau se fait 

par insertion de tissu matriciel. Cette insertion crée une zone de contact entre les parois 

vasculaires opposées. L’espace interstitiel est ensuite progressivement envahi et élargi par des 

cellules péri-endothéliales et par la MEC.  

 

I.2.2.2 L’angiogenèse bourgeonnante 

L’angiogenèse bourgeonnante (Figure 34) correspond à la croissance de néo-vaisseaux 

à partir des extrémités de vaisseaux préexistants. Ce processus commence par une étape 

d’initiation. 

 

Figure 33 : Processus d'angiogenèse intussusceptive 

L’angiogenèse par intussusception se définit comme la formation de néo-vaisseaux par la division d’un vaisseau 
préexistant. (D’après Prior et al., 2004). 

Figure 34 : Processus d'angiogenèse bourgeonnante 

L’angiogenèse par bourgeonnement se définit comme la formation de néo-vaisseaux par le bourgeonnement 
d’un vaisseau préexistant. (D’après Prior et al., 2004). 
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 Etape d’initiation : Vasodilatation et perméabilité. L’angiogenèse est initiée par une 

vasodilatation. La perméabilité vasculaire augmente, ce qui permet l’extravasation des 

protéines plasmatiques qui instaurent provisoirement un environnement favorable à la 

migration des cellules endothéliales. Cette augmentation de la perméabilité passe par la 

formation de fenestrations, d’organites vésiculo-vacuolaires et la redistribution des protéines 

d’adhésion cellulaire. Une fois le processus initié, plusieurs étapes sont impliquées dans ce  

processus schématisées sur la Figure 35. 

 Destabilisation qui aboutira à la libération des facteurs angiogéniques, à la 

prolifération et migration des cellules endothéliales. Pour que les cellules endothéliales 

migrent de leur site d’origine vers leurs sites de résidence, il est nécessaire que la structure 

des vaisseaux se déstabilise. Ainsi les cellules endothéliales perdent les contacts 

intercellulaires et se libèrent du support péri-endothélial dont la présence est nécessaire aux 

vaisseaux matures (Figure 35-1). 

Au cours de cette étape, les membranes basales et la MEC seront dégradées par 

l’intermédiaire de plusieurs protéases de type MMPs (Figure 35-2). Lors de cette phase, la 

MEC est non seulement dégradée par protéolyse mais sa composition est également modifiée 

(Carmeliet, 2003). Ainsi, cette dégradation va permettre de répondre à plusieurs objectifs 

incluant la possibilité pour les cellules endothéliales de migrer et proliférer après avoir été 

libérées de leur site de liaison à la matrice via les intégrines, le détachement des péricytes 

mais aussi la libération des facteurs de croissance séquestrés dans la MEC. Par exemple, 

certaines isoformes du VEGF et du bFGF (basic fibroblast growth factor) possèdent des sites 

de liaison à l’héparine ce qui leur permet de se lier aux protéoglycanes de type héparane 

sulfate qui sont présents soit dans la membrane basale soit dans la MEC (Jakobsson et al., 

2006). Ces facteurs de croissance seront donc ainsi libérés suite à une dégradation 

protéolytique de cette membrane basale ou de la MEC. Certaines études ont montré que la 

MMP-9 et dans une moindre mesure la MMP-2 sont particulièrement impliquées dans la 

mobilisation du VEGF séquestré dans la matrice (Bergers et al., 2000). 

 Sélection de la cellule bourgeonnante. L’angiogenèse par bourgeonnement s’initie 

avec la sélection de cellules endothéliales, dites tip cells, et l’activation de ces dernières en 

réponse à un signal pro-angiogénique comme le VEGF (Figure 35-3).  
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D’un point de vue mécanistique, la liaison du VEGF à son récepteur VEGF-R2 (vascular 

endothelial growth factor-receptor 2) induit l’expression de la protéine DLL-4 par ces cellules 

tip. L’association de la DLL-4, sécrétée avec son récepteur Notch présent sur les cellules 

endothéliales voisines, dites stalker, induit sur ces dernières une diminution d’expression du 

VEGF-R2 au dépend du récepteur VEGF-R1. Cette régulation d’expression du VEGF-R2 sur les 

cellules adjacentes permet ainsi une sélection contrôlée de cellules tip (Hellström et al., 2007). 

Les cellules tip sont extrêmement mobiles et présentent de nombreuses protusions au 

niveau de leur membrane (Gerhardt et al., 2003). De plus, l’activation des cellules 

endothéliales tip par le VEGF induit non seulement un affaiblissement des liaisons entre les 

cellules endothéliales mais également une dégradation de la matrice extracellulaire par des 

protéases de type MMPs (Funahashi et al., 2011; Gavard and Gutkind, 2006). Cette étape est 

également contrôlée par l’Angiopoïétine-2 (Ang-2) qui déstabilise les cellules murales comme 

les péricytes et provoque le détachement de ces dernières.  

 

Figure 35 : Sélection de la cellule endothéliale tip 

1 : Déstabilisation de l’endothélium suite au détachement des cellules murales 2 : La dégradation de la matrice 
extracellulaire (MEC) par les métalloprotéases (MMPs) permet le remodelage matriciel ainsi que la libération de 
facteurs angiogéniques tels que le VEGF et le bFGF. 3 : Sélection de la cellule tip par la signalisation du VEGF-A 
sur son récepteur VEGF-R2. La signalisation du VEGF-R2 maintient la déstabilisation de l’endothélium avec 
l’internalisation de la VE-Cadhérine, la libération de MMPs et d’Ang-2. La libération de la protéine DLL-4 induite 
par le VEGF-R2 permet de contrôler l’angiogenèse en réprimant le VEGF-R2 sur les cellules voisine. 
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 Migration et fusion des cellules endothéliales. Suite à ce remodelage matriciel, les 

cellules endothéliales tip migrent et forment des bourgeons de vaisseaux. Ces bourgeons 

endothéliaux s’allongent par intercalation des cellules endothéliales. En effet, au cours du 

remodelage matriciel, un gradient de VEGF s’établit et permet notamment l’élongation du 

bourgeon, par la prolifération des cellules endothéliales stalker (Figure 36-1) (Foulquier et al., 

2018). L’élongation de bourgeons voisins permet à ces derniers de fusionner par anastomose 

avec la participation dans ce processus, de macrophages (Figure 36-2). Ces derniers guident 

et facilitent la fusion des cellules tip en libérant des molécules chimio-attractances telle que 

la SDF-1 (Figure 36-3) (Fantin et al., 2010). La fusion de cellules tip s’accompagne d’un 

remodelage matriciel, initié par la sécrétion de PDGF-B et de TGF-1 permettant la 

stabilisation des néo-vaisseaux avec le recrutement des péricytes (Murakami, 2012). Dès lors 

que les péricytes sont recrutés, ces derniers sécrètent alors de l’Ang-1. De plus, les contacts 

inter-endothéliaux sont restaurés avec la relocalisation de la VE-Cadhérine (Cadhérine de 

l’endothélium vasculaire) à la membrane des cellules endothéliales.  

 Formation d’une lumière. Les cellules endothéliales s’assemblent afin de former un 

cordon de cellules qui par la suite s’organisent pour former une lumière (Figure 36-4). 

L’insertion ou l’amincissement des cellules endothéliales en fusionnant avec les vaisseaux 

préexistants permet aux vaisseaux d’augmenter leur diamètre et leur longueur. 

 Survie des cellules endothéliales. Une fois assemblées en nouveaux vaisseaux, les 

cellules endothéliales deviennent quiescentes et ont la capacité de survivre pendant plusieurs 

années.  
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I.2.2.3 Maturation du réseau vasculaire 

Les vaisseaux sanguins formés par vasculogenèse ou angiogenèse sont immatures et 

doivent subir une étape de maturation incluant une stabilisation (correspondant au 

recrutement des cellules péri-endothéliales), le développement de la MEC environnante, la 

formation d’une membrane basale et une spécialisation des cellules endothéliales 

dépendante du tissu. 

Dans tous ces processus, et de façon non exhaustive, les facteurs moléculaires tels les 

MMPs, les facteurs angiogéniques comme le PDGF, le bFGF, les intégrines et le NO (monoxyde 

d’azote) jouent un rôle majeur tout comme les forces mécaniques imposées par le débit 

sanguin. 

Figure 36 : Migration et élongation du bourgeon vasculaire 

1 : L’élongation du bourgeon fait suite à la prolifération des cellules stalkers. La signalisation Notch induite par la 
protéine DLL-4 stimule la prolifération des cellules endothéliales. 2 : Les macrophages guident les cellules tip afin 
de faciliter la fusion des bourgeons. 3 : Ce processus est appelé anastomose. 4 : La lumière du vaisseau se forme 
suite à l’assemblage des cellules endothéliales. 
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 Stabilisation des vaisseaux par les cellules murales : Les vaisseaux sanguins 

nouvellement formés sont stabilisés par une association entre les cellules endothéliales et 

les cellules murales (Figure 37-1). L’association des péricytes, des cellules musculaires lisses 

avec les vaisseaux néoformés régule un grand nombre de processus tels la prolifération des 

cellules endothéliales, la survie, la migration, la différenciation, l’arborisation vasculaire, le 

débit sanguin et la perméabilité vasculaire. Toute anomalie dans le recrutement des cellules 

murales conduira donc à une sensibilisation des cellules endothéliales au VEGF, une 

perméabilité, une augmentation du diamètre des vaisseaux, des hémorragies, un défaut de 

perfusion et une hypoxie tissulaire. Ces différentes anomalies sont observées par exemple 

chez les embryons déficients en PDGF-B, au niveau de la vascularisation de la rétine des 

sujets diabétiques, dans les hémangiomes et les tumeurs (Carmeliet, 2000). 

Les péricytes influencent également la sensibilité des vaisseaux à la régression 

vasculaire : en effet des vaisseaux recouverts de cellules murales sont résistants à la 

régression induite par une diminution d’oxygène alors qu’une dissociation entre les cellules 

endothéliales et péricytes conduit à une régression de ces vaisseaux sanguins (Benjamin et 

al., 1999).  

L’instauration de la circulation sanguine, avec le flux sanguin, permettra également la 

stabilisation des néo-vaisseaux (Figure 37-2) (Welti et al., 2013). 

 Formation de la membrane basale et de la MEC : La maturation de vaisseaux sanguins 

inclut également le développement de la membrane basale ainsi que celui de la MEC 

(Figure 37-3) pour laquelle les intégrines représentent des récepteurs spécifiques. 
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 Spécialisation des cellules endothéliales : La dernière étape permet aux cellules 

endothéliales présentes au sein du vaisseau d’acquérir des caractères spéciaux qui seront 

déterminés en partie par le tissu hôte (Risau, 1998). Cette spécialisation inclut : 

- la mise en place du réseau artério-veineux (Wang et al., 1998). 

- la différenciation des cellules endothéliales « tissu-spécifique ». 

- la formation des jonctions adhérentes.  

 

 Remodelage vasculaire 

Le remodelage vasculaire est défini comme une adaptation des structures vasculaires 

en un réseau fonctionnel. Au cours de ce remodelage, de nouveaux vaisseaux pourront être 

inclus et d’autres pourront être détruits, sans aucune expansion du réseau (Risau, 1997). Ce 

remodelage utilise le processus d’intussusception qui ne requiert pas de prolifération de 

Figure 37 : Stabilisation du néo-vaisseau 

1 : Les cellules murales via l’Ang-1, le PDGF-B et le TFG- stabilisent les cellules endothéliales. 2 : L’instauration 
du flux sanguin permet également de stabiliser les néo-vaisseaux. 3 : La restructuration de la MEC maintient la 
structure vasculaire et permet de séquestrer les facteurs angiogéniques pour une libération rapide au prochain 
stimulus. 
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cellules endothéliales mais qui nécessite plutôt un réarrangement de la morphologie de ces 

cellules. En revanche, si un excès de vaisseaux est formé au cours de la néo-vascularisation, il 

existera un défaut de perfusion qui sera alors à l’origine d’une déstabilisation et d’une 

régression des vaisseaux surnuméraires (Carmeliet, 2003). Rappelons qu’une absence de 

péricytes conduit également à la régression de ces vaisseaux « anormaux ». 

 

 Le concept de switch angiogénique 

Comme nous l’avons décrit précédemment, l’angiogenèse est une suite d’événements 

complexes qui requiert les activités mitotiques, protéolytiques et chimiotactiques des cellules 

endothéliales. De nombreuses molécules sont susceptibles de développer une action pro- ou 

anti-angiogénique et participent à l’établissement d’un équilibre assurant le maintien de l’état 

basal. On dit alors que le « switch » angiogénique est « off ». Les effets des molécules 

pro-angiogéniques sont équilibrées par les molécules anti-angiogéniques (Figure 38A). 

Toutefois, certaines conditions environnementales notamment en conditions pathologiques, 

sont capables de déséquilibrer la balance en faveur d’une angiogenèse. On dit alors que le 

« switch » angiogénique est « on » (Figure 38B) (Bergers and Benjamin, 2003). 

 
Cette présentation non exhaustive nous a permis d’aborder les principaux mécanismes 

de mise en place de l’angiogenèse. Les différents acteurs de ce processus, que ce soient les 

facteurs angiogéniques sécrétés par les cellules endothéliales elles-mêmes ou par les cellules 

Figure 38 : Le switch angiogénique 

A : Etat d’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques, le switch angiogénique est off. B : Les stimuli 
environnementaux stimulent les facteurs pro-angiogéniques, le switch angiogénique est dit on. (D’après Bergers 
and Benjamin, 2003). 
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environnantes, les molécules de la MEC ou les molécules d’adhésion agissent de concert afin 

de réguler l’angiogenèse.  

C’est au cours des années 1980 que les mécanismes moléculaires contrôlant 

l’angiogenèse ont commencé à être identifiés. Depuis, parmi les facteurs régulant cette 

angiogenèse, deux familles majeures apparaissent comme étant particulièrement impliquées 

dans le processus angiogénique : la famille du VEGF et la famille des Angiopoïétines. 

 

I.3 La famille du VEGF et ses récepteurs 

 Le VEGF 

Historiquement, le VEGF fut identifié en 1983 par Senger et al., et décrit comme le VPF 

(vascular permeability factor) (Senger et al., 1983). C’est toutefois en 1990, que cette même 

équipe publie le séquençage en acides aminés du VPF (Senger et al., 1990). Néanmoins, en 

1989, l’équipe de Napoléone Ferrara identifie et séquence un facteur mitogène de cellules 

endothéliales, qu’elle dénomme VEGF et dont la séquence s’avère finalement identique au 

VPF (Ferrara and Henzel, 1989). La même année, Plouët et al., publient le séquençage d’un 

facteur mitogène des « cellules endothéliales-spécifiques » qu’ils dénomment 

« vasculotropine » (Plouët et al., 1989). Plus tard, la comparaison des séquences en acides 

aminées a permis d’établir que ces trois molécules sont identiques. Le VEGF, dénommé VPF 

ou vasculotropine, est donc un facteur angiogénique aux propriétés perméabilisantes (50 000 

fois plus actif que l’histamine). 

Le VEGF est une famille de glycoprotéine comprenant plusieurs membres :  

Le VEGF-A, -B, -C, -D et le placental growth factor (PlGF). Le gène du VEGF-A, le plus 

étudié, est situé sur le chromosome 6p21.3 du génome humain et code pour une protéine de 

40 kDa constituée de deux chaînes peptidiques identiques reliées par des ponts disulfures. 

Chez l’Homme, on retrouve six isoformes du VEGF-A résultant d’un épissage alternatif : les 

VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-A189 qui sont les formes majoritairement exprimées et les 

VEGF-A206 VEGF-A145 et VEGF-A115. 

Un grand nombre de tissus exprime le VEGF-A165 de façon constitutive mais en faible 

quantité. Toutefois, son expression est soumise à de nombreuses régulations. Nous nous 
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attacherons à décrire brièvement les principaux régulateurs du VEGF-A165 que l’on 

dénommera dans la suite du manuscrit VEGF. 

 

 Régulation d’expression du VEGF 

 L’hypoxie a un rôle essentiel dans la régulation du VEGF. En effet, comme nous l’avons 

décrit précédemment, le VEGF est un des gènes cibles de HIF-1. Pour rappel, l’hypoxie conduit 

à une stabilisation et une activation du facteur de transcription HIF-1, qui alors se fixe sur les 

séquences HRE présentes en amont du gène du VEGF, et permet ainsi sa transcription (Tsuzuki 

et al., 2000). L’ARN messager (ARNm) du VEGF, extrêmement labile en normoxie sera stabilisé 

en hypoxie, par la protéine HuR (human antigen R), qui en se fixant sur les résidus AU situés 

en 3’ UTR de l’ARNm, empêchera sa dégradation par des nucléases (Arcondéguy et al., 2013).  

 L’expression du VEGF peut être régulée par d’autres facteurs de croissance tels que 

l’EGF (epidermal growth factor), le bFGF ou encore le PDGF-B mais également par certaines 

cytokines ou ILs pro-inflammatoires (Dunn et al., 2000). Les IL-1β, IL-6, IL-8, le TGF-α/β ou 

encore le TNF-α induiront une augmentation d’expression du VEGF (Maloney and Gao, 2015).  

 Certaines mutations peuvent être également à l’origine d’une surexpression du VEGF. 

En effet, l’expression du VEGF est régulée positivement par des mutations activatrices 

d’oncogènes comme RAS, SRC ou l’EGF-R ou encore par des mutations inhibitrices de gènes 

suppresseurs de tumeur tels que TP53, VHL, PTEN ou NF-1 (Ferrara, 2004; Kerbel, 2008). 

 Enfin, comme nous l’avons évoqué précédemment, le VEGF peut être séquestré dans 

la MEC. Sa libération est régulée par différentes protéines telles que les héparinases, la 

plasmine ou encore des MMPs (MMP-2, MMP-9). Ce mécanisme de séquestration/libération 

participe à la régulation d’expression de ce facteur de croissance (Lee et al., 2006a). 

 

 Les récepteurs au VEGF 

L’action du VEGF repose sur son interaction avec ses récepteurs à activité tyrosine 

kinase. La famille des récepteurs au VEGF est constituée de trois membres dont l’expression 

peut être différente en fonction du type cellulaire (Figure 39) (Olsson et al., 2006) . 

 Le VEGF-R1 ou flt-1 (fms-related tyrosine kinase-1) se retrouve à la surface des cellules 

endothéliales mais aussi des monocytes/macrophages. 
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 Le VEGF-R2 ou kdr (human kinase insert domain containing receptor) ou flk-1 (fetal 

liver kinase-1) chez la souris est retrouvé sur les progéniteurs endothéliaux, les cellules 

endothéliales, aussi bien du réseau vasculaire que lymphatique. 

 Enfin, le VEGF-R3 ou flt-4 (fms-related tyrosine kinase-4) est, quant à lui, retrouvé 

principalement sur les vaisseaux lymphatiques. 

 

Ces récepteurs au VEGF sont constitués d’un domaine extracellulaire, composé de 7 

domaines immunoglobulin like (Ig), à l’exception du VEGF-R3 qui en comporte 6 car un 

domaine Ig-like est remplacé par un pont disulfure (Figure 39). Nous retrouvons ensuite un 

domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire qui est composé par 2 régions à 

activité tyrosine kinase, permettant la transduction du signal. 

Ces récepteurs peuvent s’associer entre eux afin de former des homodimères et des 

hétérodimères tels que VEGF-R1/VEGF-R2 ou VEGFR-2/VEGR-R3.  

De façon intéressante, les VEGF-Rs peuvent également interagir avec des 

co-récepteurs dépourvus d’activité tyrosine kinase comme les protéoglycanes à héparanes 

Figure 39 : Expression cellulaire des récepteurs au VEGF et leurs ligands 

Les VEGF-Rs sont exprimés par différents types cellulaires et possèdent des ligands spécifiques. (D’après Olsson 
et al., 2006). 
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sulfates, la neuropiline (NRP-1 et NRP-2) ou encore les intégrines α/β, afin de 

faciliter/potentialiser la liaison et la signalisation du VEGF (Favier et al., 2006; Jakobsson et al., 

2006; Somanath et al., 2009). 

 

 La signalisation VEGF/VEGF-R 

L’importance du VEGF et de ses récepteurs dans le processus angiogénique a 

réellement été démontrée à l’aide de souris transgéniques. L’invalidation du gène VEGF chez 

la souris conduit à des défauts de vascularisation majeurs et entraîne la mort des embryons 

au stade E9 (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). Ces souris développent une structure 

vasculaire primitive (par un phénomène de vasculogenèse) mais sont incapables de 

développer des capillaires nécessaires à la survie de l’embryon. De même, des mutations dans 

le gène FLT-1 induisent une vascularisation anormale qui conduit une mort in utero des 

embryons au stade E8 (Fong et al., 1999). Shalaby et al, ont, quant à eux, montré que 

l’invalidation du gène FLK-1, codant pour le VEGF-R2, entraîne également la mort des 

embryons, avec un défaut dans le développement des cellules hématopoïétiques et 

endothéliales (Shalaby et al., 1995). Ces différentes observations ont permis d’illustrer le rôle 

fondamental du système VEGF/VEGF-R dans la formation du réseau vasculaire. Ces données 

physiologiques ont ensuite été complétées par des expériences visant à montrer que le VEGF 

est impliqué dans de nombreuses étapes du processus angiogénique enclenchées par la 

fixation du VEGF à ses récepteurs. 

 

I.4 Effets biologiques du VEGF et voies de signalisation 

Le VEGF, en se liant à ses récepteurs, induit leur dimérisation. En effet, étant sous 

forme homodimérique, un des monomères se lie à un récepteur et l’autre se lie à un autre 

récepteur. Ceci conduit à une transphosphorylation de ces domaines kinases sur des résidus 

tyrosines. S’en suit une activation de différentes voies de signalisation à l’origine d’effets 

biologiques différents (Figure 40). 

Toutes les isoformes du VEGF se lient et activent aussi bien le VEGF-R1 que le VEGF-R2 

avec toutefois une affinité supérieure pour le VEGF-R1. Cependant, la signalisation induite par 

le VEGF-R1 est plus faible par comparaison au VEGF-R2 (Shibuya and Claesson-Welsh, 2006). 
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La majorité des voies intracellulaires activées sous l’action du VEGF se réalise par 

l’intermédiaire du VEGF-R2 alors que peu d’activité semble être dépendante du VEGF-R1 

(Koch and Claesson-Welsh, 2012). Nous décrirons donc les effets biologiques amorcés par le 

système VEGF/VEGF-R2. 

Au niveau du système vasculaire, le VEGF via le VEGF-R2 stimule la perméabilité de 

l’endothélium, la survie, la migration et la prolifération des cellules endothéliales, soit 

l’ensemble des étapes contribuant à l’angiogenèse (Figure 40). 

 Afin de faciliter l’angiogenèse, la signalisation du VEGF-R2 induit une perméabilité du 

réseau vasculaire (Figure 40-1). La voie PI3K/Akt, tout comme la voie PLC/PKC, entraînent 

l’activation de l’enzyme eNOS (Holmes et al., 2007; Olsson et al., 2006) . Le NO ainsi synthétisé 

augmente la perméabilité des vaisseaux. Le VEGF-R2 active également la Src qui en aval induit 

une internalisation de la VE-Cadhérine et une diminution des liaisons intercellulaires (Gavard 

and Gutkind, 2006).  

 La voie PI3K/Akt est également impliquée dans la survie cellulaire (Figure 40-2), en 

activant la survivine et en inhibant les voies pro-apoptotiques comme la caspase-9 et Bad 

(Bcl-2 associated agonist of cell death) (Holmes et al., 2007; Olsson et al., 2006). 

 La signalisation VEGF/VEGF-R2 participe également à la migration des cellules 

endothéliales (Figure 40-3). Plusieurs voies vont être activées afin de promouvoir la migration 

cellulaire comme la voie PI3K/IQGAP1, ou encore la voie de la FAK (focal adhesion kinase), 

toutes impliquées dans la réorganisation du cytosquelette par leur action sur les fibres 

d’actine (Holmes et al., 2007; Olsson et al., 2006). De plus, dans certaines cellules 

endothéliales comme les cellules endothéliales cérébrales humaines de microvaisseaux, 

l’activation du VEGF-R2 induit la sécrétion des MMPs (Funahashi et al., 2011). Ces MMPs 

pourront exercer un rétrocontrôle positif en libérant le VEGF séquestré dans la matrice (Lee 

et al., 2005). 

 La signalisation du VEGF-R2 régule positivement la prolifération cellulaire (Figure 40-4) 

via l’activation de la voie PLC/PKC/Erk/MAPK (Holmes et al., 2007; Takahashi et al., 2001). 

Certaines études ont également montré une prolifération des cellules HUVEC (human 

umbilical vein endothelial cell), induite par la voie Ras/Raf/MEK/MAPK (Meadows et al., 2001).  
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Le VEGF, par sa capacité à contrôler toutes les étapes de l’angiogenèse, a longtemps 

été considéré comme le facteur cardinal de l’angiogenèse. Toutefois, il est désormais admis 

que ce facteur ne peut à lui seul induire la formation de nouveaux vaisseaux parfaitement 

fonctionnels. Une autre famille de protéines est décrite pour agir de concert avec le VEGF : la 

famille des Angiopoïétines. 

 

Figure 40 : Signalisation intracellulaire du VEGF-R2 

Les signalisations du VEGFR-2 activées par la fixation d’un dimère de VEGF-A régulent de nombreuses voies 
impliquées dans la perméabilité (1), la survie (2), la migration (3) et la prolifération (4) cellulaire des cellules 
endothéliales. 
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I.5 Les Angiopoïétines et leurs récepteurs 

 Les Angiopoïétines 

Les Angiopoïétines représentent une famille majeure des facteurs angiogéniques. Elles 

régulent effectivement le développement vasculaire mais aussi la stabilité de ce réseau par le 

biais du récepteur Tie-2 (tyrosine kinase with immunoglobuline and epidermal growth factor 

homology domain). Historiquement, le récepteur fut isolé dans les années 1980, 

parallèlement à la famille des VEGFs, bien avant la découverte des Angiopoïétines, Ang-1 et 

Ang-2, qui furent découvertes respectivement en 1996 et 1997 (Maisonpierre et al., 1997; Suri 

et al., 1996). 

Les gènes ANG-1 et ANG-2 se situent tous deux sur le chromosome 8q23.1 et codent 

pour des protéines de 57 kDa. Plus récemment, la famille des Angiopoïétines s’est agrandit 

avec la découverte de l’Ang-4 (dont l’orthologue chez la souris, est Ang-3). 

Les Angiopoïétines sont des protéines qui sont glycosylées avant d’être sécrétées. Leur 

poids moléculaire est alors de l’ordre de 70 kDa. Elles présentent une structure en 4 domaines 

(Figure 41A). Le domaine N-terminal ou domaine de formation de cluster, suivi d’un domaine 

en hélice , d’un domaine de liaison et enfin d’un domaine fibrinogen like en C-terminal qui 

est impliqué dans la fixation au récepteur. Les Angiopoïétines existent majoritairement sous 

une forme multimérique allant du dimère à l’héxamère (Figure 41B). Cette organisation 

implique le domaine en hélice  et le domaine de liaison qui permettent de retrouver 

principalement l’Ang-1 sous forme de tétramère et l’Ang-2 sous forme dimérique (Davis et al., 

2003). 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction – Partie 3 : Le compartiment vasculaire 

 

Page | 68 
 

 

Bien que ces deux cytokines présentent 60 % d’homologie de séquences, on retient 

communément qu’elles exercent des effets biologiques opposés après s’être fixées à leur 

récepteur. Par ailleurs, elles présentent des profils d’expression cellulaire spécifiques. 

 

 Expression cellulaire des Angiopoïétines 

 La source majoritaire de l’Ang-1, au niveau de l’endothélium, ne serait pas les cellules 

endothéliales mais les cellules péri-endothéliales. L’Ang-1 est, en effet, exprimée 

principalement par les cellules musculaires lisses et les péricytes (Kim et al., 2000b; Sundberg 

et al., 2002). Aucune expression d’Ang-1 n’est détectée dans les cellules endothéliales. 

Il est à noter qu’après sécrétion par les cellules, l’Ang-1 a la capacité de se lier à la MEC 

par son peptide « linker » situé dans le domaine fibrinogen like (Xu and Yu, 2001). Cette 

séquestration permet une action rapide de l’Ang-1 lors du remodelage matriciel. 

 L’Ang-2 est, en revanche, principalement produite par les cellules endothéliales (Hegen 

et al., 2004). Lorsque le système vasculaire est quiescent, l’Ang-2 est stockée dans les corps 

Figure 41 : Structure des Angiopoïétines 

A : Structure d’un monomère d’Angiopoïétine représentée sous forme de 4 domaines. B : Structure de multimère 
d’Angiopoïétines qui peuvent être retrouvé sous forme de dimère, tétramère et hexamère comme l’illustrent les 
photographies de microscopie électronique à transmission. (D’après Davis et al., 2003). 
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de Weibel-Palade, granules retrouvés spécifiquement dans ces cellules endothéliales. Ce 

mode de stockage permet une sécrétion rapide de cette cytokine en réponse à différents 

stimuli comme la thrombine, l’histamine ou encore le VEGF (Cossutta et al., 2019; Fiedler et 

al., 2004).  

Plus récemment, tout comme pour le VEGF, une expression au niveau des cellules 

nerveuses de l’Ang-1 et l’Ang-2 a été décrite et plus spécifiquement dans les astrocytes, 

neurones et les progéniteurs neuronaux (Marteau et al., 2013; Valable et al., 2003). Plus 

récemment, une expression de l’Ang-2 a été décrite dans les oligodendrocytes (Kawashima et 

al., 2019). 

L’expression des Angiopoïétines est, comme celle du VEGF, sous contrôle des signaux 

capables de réguler l’angiogenèse. 

 

 Régulation d’expression des Angiopoïétines 

Différents stimuli environnementaux du compartiment vasculaire participent à la 

régulation d’expression des Angiopoïétines. De façon non exhaustive, nous retiendrons les 

principaux. 

 L’hypoxie est l’un des signaux majeurs du contrôle d’expression des Angiopoïétines. 

Ainsi, in vitro, un traitement hypoxique, suite à l’activation de HIF-2, est capable d’induire 

l’expression de l’Ang-1 dans des péricytes alors que HIF-1 serait impliqué dans l’augmentation 

d’expression d’Ang-2 dans des cellules endothéliales issues de microvaisseaux cérébraux 

(Mandriota and Pepper, 1998; Park et al., 2016b; Simon et al., 2008). L’implication de HIF dans 

la régulation des Angiopoïétines n’est cependant pas clairement élucidé et semble être 

cellule-dépendante puisqu’une autre étude réalisée sur des cellules endothéliales HUVEC, 

relate, certes, une induction d’expression de l’Ang-2 mais indépendamment de l’activation de 

ce facteur de transcription (Pichiule et al., 2004). 

 Certaines cytokines pro-angiogéniques, comme le VEGF et le bFGF, modulent 

positivement l’expression de l’Ang-2 (Mandriota and Pepper, 1998). 

 Le contact cellulaire semble également jouer un rôle dans la régulation d’expression 

d’Ang-2. Choi et al, ont montré, sur des cellules endothéliales en front de vascularisation, que 
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le contact intercellulaire via la VE-Cadhérine permet d’activer le co-activateur de transcription 

YAP (Yes-associated protein), qui induit en final une expression d’Ang-2 (Choi et al., 2015). 

 Enfin, les Angiopoïétines sont également modulées en réponse à des cytokines 

pro-inflammatoires tel le TNF-α dont la présence conduit à une augmentation d’expression de 

l’Ang-2 mais aussi de l’Ang-1 (Brown et al., 2004; Kim et al., 2000b). Le facteur de transcription 

ETS (epithelium-specific ESE-1) a été identifié comme un des facteurs inducteurs de l’Ang-1 

dans ces conditions (Brown et al., 2004). 

 

I.6 Les récepteurs aux Angiopoïétines 

 Le récepteur Tie-2 

La famille des récepteurs dénommée Tie ou Tek (tunica interna endothelial cell kinase) 

est composée de deux membres : Tie-1 et Tie-2 (Figure 42). Ces récepteurs sont des 

monomères de 145 kDa composés d’un domaine extracellulaire, un domaine 

transmembranaire et enfin un domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase. Le domaine 

extracellulaire peut être décomposé comme suit : deux domaines IgG-like, trois domaines 

EGF-like, un troisième domaine IgG-like et trois domaines fibronectin type III (Augustin et al., 

2009). Ces deux récepteurs affichent 33 % de similitude dans leur domaine extracellulaire et 

73 % dans leur domaine intracellulaire. A ce jour, le récepteur Tie-1 est toujours orphelin. 

Néanmoins, ce récepteur en formant des complexes hétérodimériques avec Tie-2 (Tie-1/Tie-2) 

est essentiel, dans certaines conditions, pour l'activité agoniste des Angiopoïétines sur Tie-2 

(Leppänen et al., 2017).  

Figure 42 : Représentation de la structure des récepteurs Tie 

Les récepteurs Tie-1 et Tie-2 sont des récepteurs à activité tyrosine kinase qui présentent une grande homologie 
et sont organisés en différents domaines de type IgG (Immunoglobuline like), EGF (epidermal growth factor) et 
fibronectine type III. (D’après Augustin et al., 2009). 
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Toutefois, la majorité de la signalisation des Angiopoïétines se fait par le biais de Tie-2 

sous forme d’homodimères Tie-2/Tie-2. 

 
Contrairement aux Angiopoïétines, l’expression cellulaire des récepteurs Tie est plus 

large. Bien qu’initialement décrit comme spécifique des cellules endothéliales, le récepteur 

Tie-2 est également retrouvé au niveau des monocytes/macrophages, des neutrophiles, des 

éosinophiles, des neurones et des cellules souches neurales (Feistritzer et al., 2004; Lemieux 

et al., 2005; Parati et al., 2002; Valable et al., 2003; Venneri et al., 2007).  

 

 La signalisation du système Ang/Tie 

Tout comme pour le système VEGF/VEGF-R, les modèles de souris transgéniques ont 

permis d’établir que tous les acteurs du système Angiopoïétines/Tie-2 sont essentiels pour le 

développement et la maturation du réseau vasculaire. Ainsi, l’invalidation du gène TIE-2 chez 

la souris, induit une déstructuration du réseau vasculaire conduisant à la mort des embryons 

à un stade précoce E10 (Dumont et al., 1994). Les souris knock-out (KO) pour le gène ANG-1, 

tout comme les souris KO pour TIE-2, meurent également au stade embryonnaire avec un 

phénotype semblable (Suri et al., 1996). Au contraire, les souris KO pour le gène ANG-2 ne 

présentent pas de mortalité embryonnaire (Fiedler et al., 2006). Ces observations ont permis 

de proposer que le système Ang/Tie-2 n’est pas indispensable à la vasculogenèse mais qu’en 

revanche, il interviendrait dans la prolifération et la maturation du système vasculaire. En 

accord avec cette hypothèse, les souris transgéniques surexprimant l’Ang-1 présentent une 

forte densité vasculaire alors que les souris surexprimant l’Ang-2 meurent au stade 

embryonnaire E10 avec des défauts de la vascularisation (Maisonpierre et al., 1997; Suri et al., 

1998). Ces différences observées respectivement pour les souris transgéniques surexprimant 

l’Ang-1 et l’Ang-2 ont contribué à définir le rôle respectif de chacun de ces facteurs dans le 

processus angiogénique. C’est ainsi que différents auteurs ont proposé que l’Ang-2 agirait 

dans les premières phases du processus angiogénique afin d’induire une déstabilisation des 

vaisseaux alors que l’Ang-1 agirait plus tardivement dans les étapes de maturation des 

vaisseaux. Ainsi, si le ratio Ang-1/Ang-2 en conditions physiologiques est de 8/1 afin de 

maintenir les vaisseaux dans un état stabilisé, celui-ci s’inverse pour prendre une valeur de 

1/8 pour les vaisseaux en restructuration (Goede et al., 1998). 
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 Ang-1 et Ang-2 : deux ligands pour un même récepteur 

Historiquement, l’Ang-1 et l’Ang-2 ont été décrites comme exerçant respectivement, 

des rôles d’agoniste et d’antagoniste du récepteur Tie-2 (Davis et al., 1996; Maisonpierre et 

al., 1997). Bien qu’elles ne présentent qu’une homologie structurale de 60 %, l’Ang-1 et 

l’Ang-2 se lient au récepteur Tie-2 avec une affinité identique (Maisonpierre et al., 1997).  

Ce couple de protéines représente un système unique en biologie : en se liant à Tie-2, 

l’Ang-2 empêche la fixation de l’Ang-1 et bloque donc les effets de cette dernière 

(Maisonpierre et al., 1997). Des études structurales ont montré que la région extracellulaire 

du récepteur constitué du 1er domaine de type IgG et des trois domaines de type fibronectine 

était nécessaire et suffisante pour lier l’Ang-1 et l’Ang-2, suggérant que les différentes 

fonctions de ces deux ligands de Tie-2 ne pouvaient s’expliquer par une différence de liaison 

au récepteur (Fiedler et al., 2003). 

Concernant l’Ang-1, il a été démontré que la forme tétramérique de cette cytokine 

était la structure minimale requise pour induire l’activation de Tie-2 (Davis et al., 2003). De 

façon paradoxale, des dimères de cette même cytokine développent une activité antagoniste 

pour ce récepteur. Mais de façon plus surprenante, l’Ang-2 est capable de s’oligomériser 

suivant le même schéma que l’Ang-1 suggérant ainsi que son activité antagoniste serait due à 

une propriété structurale subtile qui pourrait se localiser au niveau de la séquence de liaison 

au récepteur (Yu et al., 2013).  

Cette dichotomie de rôle entre ces deux Angiopoïétines n’est plus aussi stricte 

puisqu’un certain nombre d’études a depuis rapporté que selon le type cellulaire et suivant la 

concentration utilisée, l’Ang-2 peut activer la signalisation du récepteur Tie-2 et jouer aussi un 

rôle d’agoniste pour ce récepteur Tie-2 (Kim et al., 2000a). Cependant, nous décrirons dans ce 

manuscrit les données les plus documentées et établies pour chacune de ces Angiopoïétines. 

 

 Effets biologiques de l’Ang-1 

L’Ang-1, en se liant à son récepteur Tie-2, induit la dimérisation du récepteur et son 

autophosphorylation au niveau des résidus tyrosine. Cette phosphorylation activatrice permet 

de recruter de nombreux effecteurs qui initieront des cascades de signalisations 

intracellulaires (Figure 43). Ces signalisations seront responsables de la 
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survie/prolifération/migration cellulaire et du maintien de la barrière endothéliale : l’Ang-1 a 

un rôle protecteur sur la vascularisation. 

 L’activation de Tie-2 par Ang-1 favorise la survie des cellules endothéliales 

(Figure 43-1) via la voie de signalisation PI3K/Akt/survivine ou PI3K/Akt/Bad, sans toutefois 

modifier la prolifération cellulaire (Davis et al., 1996; Kim et al., 2000b). L’activation de cette 

voie de signalisation participe également à limiter un effet potentiel d’Ang-2. En effet, en 

parallèle, la voie Akt induit l’inactivation par phosphorylation du facteur de transcription 

FOXO-1 (forkhead box O), qui contrôle l’expression d’Ang-2. Ce rétrocontrôle négatif sur 

l’expression d’Ang-2 (Figure 43-2) permet le maintien du phénotype quiescent du système 

vasculaire (Daly et al., 2004). 

 Cependant, dans certaines conditions, lorsque les contacts intercellulaires sont 

absents, la phosphorylation de Tie-2 active préférentiellement la voie Ras/ERK qui promeut la 

prolifération des cellules endothéliales (Figure 43-3), au détriment de la voie Akt (Fukuhara 

et al., 2008).  

 La phosphorylation de Tie-2 suite à la fixation de l’Ang-1 stimule également la 

migration des cellules endothéliales (Figure 43-4) via la voie DOKR et la voie PI3K. En effet, 

cette voie PI3K permet le remodelage du cytosquelette par la phosphorylation de la FAK 

(Makinde and Agrawal, 2008). 

 Ce système Ang-1/Tie-2 maintient également la perméabilité des cellules 

endothéliales (Figure 43-5). En effet, la phosphorylation de Tie-2 permet une séquestration 

de la protéine Src et un maintien des jonctions inter-endothéliales par les VE-Cadhérines. En 

absence d’Ang-1 mais en présence de VEGF, la protéine Src induit une cascade de signalisation 

qui aboutit à la phosphorylation et l’internalisation de la VE-Cadhérine (Gavard and Gutkind, 

2006). De plus, cette séquestration de Src s’oppose aux effets du VEGF et contribue ainsi au 

maintien du phénotype quiescent des cellules endothéliales (Gavard et al., 2008). 
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Afin de renforcer le maintien de la barrière endothéliale, l’activation de Tie-2 par 

l’Ang-1, permet également le recrutement et l’activation de ABIN-2 qui inhibe secondairement 

la protéine NF-B et l’expression des gènes liés à l’inflammation dépendants de NF-B, tels 

que ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) 

ou encore la E-Sélectine (Hughes et al., 2003). 

 

 Effets biologiques de l’Ang-2 

L’Ang-2, comme énoncé précédemment, se lie à Tie-2 avec une affinité similaire à 

l’Ang-1. Longtemps considérée comme antagoniste du récepteur Tie-2, l’Ang-2 s’oppose à 

l’Ang-1 et inhibe la phosphorylation de Tie-2 (Figure 43-6), comme en attestent depuis un 

certain nombre d’études menées in vitro et in vivo (Maisonpierre et al., 1997; Yuan et al., 

2009). La liaison d’Ang-2 sur Tie-2 interfère alors avec les effets stabilisants d’Ang-1, rendant 

Figure 43 : Signalisation intracellulaire des récepteurs Tie 

Les signalisations du récepteur Tie-2 activées par la fixation de l’Ang-1 sont responsables de la survie cellulaire 
(1), d’inhiber l’expression de l’Ang-2 (2), de stimuler la prolifération (3), la migration (4) cellulaire et de maintenir 
l’intégrité de la barrière endothéliale (5). Ces effets stabilisateurs sont antagonisés par la fixation de l’Ang-2 sur 
le récepteur Tie-2 (6).  
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les vaisseaux plus accessibles et plus sensibles à d’autres facteurs angiogéniques tels que le 

VEGF.  

Depuis, plusieurs études ont montré que l’Ang-2 pouvait aussi exercer un rôle 

d’agoniste. Effectivement, les rôles agonistes et antagonistes de cette cytokine seraient 

dépendants du contexte cellulaire, de sa concentration disponible dans l’environnement et de 

la présence ou non de certains autres partenaires de la voie de signalisation Tie-2 (Kim et al., 

2000a). 

 Lorsque la liaison d’Ang-2 sur le récepteur Tie-2 induit une phosphorylation de ce 

récepteur, celle-ci est toutefois moins importante que celle observée en réponse à l’Ang-1 

(Yuan et al., 2009). C’est ainsi qu’à forte concentration (800 ng/ml), l’Ang-2, en activant la voie 

PI3K favorise, tout comme l’Ang-1, la prolifération des cellules endothéliales (Kim et al., 

2000a). Un effet pro-angiogénique de l’Ang-2 a également été observé sur un modèle in vitro 

d’angiogenèse, bien que plus faible que celui obtenu avec l’Ang-1 mais spécifique d’une liaison 

au récepteur Tie-2 puisque bloqué par le récepteur soluble correspondant (Teichert-

Kuliszewska et al., 2001). 

 Tout comme le VEGF, l’Ang-2 serait également un facteur perméabilisant. En effet, 

Peters et al.,  ont montré sur des cellules endothéliales de rétine en culture, une augmentation 

de la perméabilité exercée par l’Ang-2, renforcée en présence de VEGF (Peters et al., 2007). 

Cette perméabilité pourrait être liée à la diminution d’expression de ZO-1 (zonula occludens-1) 

au niveau des jonctions serrées de ces cellules. Cependant, cet effet perméabilisant de l’Ang-2 

est actuellement discuté puisqu’il a été rapporté sur des modèles in vivo d’ischémie cérébrale 

et d’inflammation qu’un apport d’Ang-2 réduit la perméabilité vasculaire de façon similaire à 

l’Ang-1 (Daly et al., 2006; Marteau et al., 2013). 

 Il est désormais démontré que l’Ang-2 fonctionne comme un agoniste Tie-2 dans 

l'endothélium lymphatique (Figure 44A), contrairement à son rôle antagoniste dans le 

système vasculaire sanguin (Figure 44B). Souma et al, ont émis l’hypothèse que la fonction 

agoniste/antagoniste contexte-dépendante de l’Ang-2 et ses effets opposés sur Tie-2 dans des 

lits vasculaires différents (lymphatique versus vasculaire) pourraient s’expliquer par une 

expression différentielle de régulateurs négatifs impliqués dans la voie de signalisation de 
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Tie-2, tels que la protéine VEPTP (vascular endothelial protein tyrosine phosphatase) (Souma 

et al., 2018). 

 

De la même façon, il a été proposé plus récemment que l’effet agoniste/antagoniste 

d’Ang-2 dépendrait de l’hétérodimérisation de Tie-2 avec Tie-1. En effet, en absence de Tie-1, 

l’activité agoniste de l’Ang-2 disparaît pour switcher vers un rôle d’antagoniste (Korhonen et 

al., 2016).  

 

 Tie-1, un partenaire de Tie-2 ? 

La signalisation de Tie-1 est restée très longtemps méconnue. Cependant, comme nous 

venons de le mentionner, le récepteur Tie-1 peut être, dans certaines conditions, nécessaire 

pour une activation totale du récepteur Tie-2. En effet, la délétion du récepteur Tie-1 réduit 

la phosphorylation activatrice du récepteur Tie-2. Ce rôle de Tie-1 serait également dépendant 

de l’environnement. Par exemple, en conditions inflammatoires, le TNF- en clivant Tie-1, 

contribue à diminuer la signalisation intracellulaire du récepteur Tie-2 induite par Ang-1. S’en 

suivra une translocation et une activation du facteur FOXO-1, régulateur positif de l’Ang-2. 

Dans ces conditions, l’équilibre sera en faveur de l’Ang-2 : l’Ang-2 sera surexprimée alors que 

Figure 44 : Implication de la protéine VEPTP dans la signalisation du récepteur Tie-2 

A : Dans le système lymphatique, l’absence de la protéine VEPTP, contribuerait au rôle d’agoniste de l’Ang-2.  
B : La présence de la protéine VEPTP dans le système vasculaire contribuerait au contraire à un rôle d’antagoniste 
de l’Ang-2. (D’après Souma et al., 2018). 
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dans le même temps, l’expression de Tie-2 et de l’Ang-1 sera diminuée (Korhonen et al., 2016). 

Le clivage de Tie-1 favorise ainsi le rôle antagoniste de l’Ang-2 dont la conséquence sera de 

déstabiliser la vascularisation permettant alors une meilleure accessibilité du VEGF aux 

cellules endothéliales. 

 

 Les intégrines : récepteurs alternatifs aux Angiopoïétines 

Indépendamment du récepteur Tie-2, les Angiopoïétines ont également la capacité de 

se lier à une autre famille de récepteurs membranaires, les intégrines (Felcht et al., 2012). Ces 

dernières se composent d’hétérodimères α/β présents à la surface des cellules. Ces molécules 

peuvent fixer certaines molécules de la MEC et servent alors de lien entre celles-ci et le 

cytosquelette de la cellule. La liaison de ces molécules aux intégrines provoque le 

regroupement de dimères, la formation de complexes d’adhésion et l’activation d’un grand 

nombre de voies de signalisation. De fait, les intégrines participent à la régulation de 

nombreux processus cellulaires tels le cycle cellulaire, l’expression génique, la réorganisation 

du cytosquelette, la différenciation et la migration cellulaire. 

Carlson et al., ont été les premiers à montrer sur des cellules dépourvues du récepteur 

Tie-2, mais exprimant les intégrines, notamment l’intégrine α5, que l’Ang-1 et l’Ang-2 

favorisaient leur adhésion et ce de la même façon que pour des cellules endothéliales 

possédant le récepteur Tie-2 (Carlson et al., 2001) 

De façon intéressante, certains hétérodimères d’intégrines, comme le dimère α5β1, 

pourraient également renforcer l’effet de la liaison d’Ang-1 à Tie-2 (Cascone et al., 2005). 

On sait désormais que l’Ang-1 peut interagir avec d’autres hétérodimères d’intégrines 

tels que αvβ5 et α5β1 alors que l’Ang-2 se lie aux intégrines α3β1, α5β1, α5β3 et αvβ5 afin de 

favoriser une signalisation intracellulaire dépendante de la FAK et la prolifération des cellules 

endothéliales (Felcht et al., 2012). 

Ces interactions sont toutefois plus faibles à celles entre les Angiopoïétines et le 

récepteurs Tie-2. Cependant, elles n’en sont pas moins nécessaires. Dans les conditions 

d’angiogenèse pour lesquelles les cellules tip expriment plus faiblement Tie-2 ou encore dans 
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les conditions inflammatoires pour lesquelles le clivage de Tie-1 diminue la phosphorylation 

de Tie-2, les intégrines joueront un rôle primordial dans le contrôle de l’angiogenèse. 

 

I.7 Les systèmes Angiopoïétines/Tie et VEGF/VEGF-R : une action coordonnée de 

l’angiogenèse 

Progressivement, les données de la littérature ont fait apparaître que l’effet du VEGF 

serait potentialisé par la présence des Angiopoïétines. La coopération VEGF/Ang-1 a été 

notamment démontrée par l’utilisation de souris double transgéniques surexprimant à la fois 

le VEGF et l’Ang-1 : ces souris présentent une densité vasculaire, au niveau de la peau, 

supérieure aux souris transgéniques surexprimant individuellement l’un ou l’autre de ces 

facteurs (Thurston, 2002). 

Ces résultats ont permis de proposer un modèle de coopération entre les 

Angiopoïétines et le VEGF qui doivent agir, à l’état physiologique, de façon coordonnée et 

régulée dans le processus de formation des néo-vaisseaux (Figure 45). 

 À l’état de quiescence (Figure 45-1), les vaisseaux sont dans un état mature et stable 

car l’Ang-1 permet de maintenir une forte cohésion entre les cellules endothéliales et les 

cellules dites murales (cellules musculaires lisses, péricytes).  

 En réponse à un stimulus pro-angiogénique (Figure 45-2), l’Ang-2 surexprimée au 

niveau des cellules endothéliales s’oppose aux effets stabilisateurs de l’Ang-1. Le décollement 

des cellules péri-endothéliales et la perte de la signalisation Ang-1/Tie-2 qui s’en suivent, 

conduisent à une augmentation de la perméabilité vasculaire. Dans ces conditions, le rôle 

antagoniste de l’Ang-2 induit une déstabilisation de l’endothélium.  

 En présence de VEGF (Figure 45-3), celui-ci pourra se fixer sur son récepteur VEGF-R2 

dont l’accessibilité sur les cellules endothéliales est favorisée par le décollement des cellules 

périvasculaires. L’activation de la signalisation VEGF/VEGF-R permettra la prolifération des 

cellules endothéliales et donc la synthèse de néo-vaisseaux (Hanahan, 1997). Cette étape 

nécessite donc une disponibilité du VEGF qui est soit néosynthétisé ou libéré de de la MEC. 

Cette augmentation d’expression de VEGF contribuera à maintenir la déstabilisation 

vasculaire. Notamment, car le VEGF stimule la libération d’Ang-2 par les cellules endothéliales 

en augmentant l’exocytose des corps de Weibel Palade (Cossutta et al., 2019; Fiedler et al., 
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2004). Par ailleurs, le VEGF a la capacité de cliver Tie-1, qui pour rappel favorise le rôle 

antagoniste de l’Ang-2 (Singh et al., 2012).  

 La formation de bourgeons capillaires est alors observée. Ceux-ci deviennent des 

vaisseaux matures et fonctionnels sous l’influence de l’Ang-1 (Figure 45-4). Cette cytokine, 

libérée principalement par les cellules périmurales, en se fixant à son récepteur Tie-2, induit 

la libération secondaire de facteurs attractants par les cellules endothéliales (PDGF-B et 

TGF-1) permettant le recrutement des cellules musculaires lisses et péricytes, qui viennent 

recouvrir les cellules endothéliales (Folkman and D’Amore, 1996; Uemura et al., 2002). 

Une synthèse de MEC et de lame basale mais aussi un arrangement entre les protéines 

des jonctions inter-endothéliales sont également observés. Toutes ces étapes sont 

nécessaires pour que le néo-vaisseau soit fonctionnel. 

Figure 45 : Action synergique des Angiopoïétines et du VEGF dans l’angiogenèse 

1 : À l’état quiescent, l’endothélium est stabilisé sous l’action de l’Ang-1. 2 : En réponse à un stimulus 
angiogénique, l’Ang-2 libérée s’oppose à l’Ang-1 et déstabilise la structure vasculaire. 3 : Le décollement des 
cellules murales rend alors accessible le récepteur VEGF-R, dont la signalisation induite par le VEGF sécrété et/ou 
libéré favorise l’expansion du réseau vasculaire. 4 : Les vaisseaux néo-synthétisés sont par la suite maintenus par 
la sécrétion d’Ang-1. (D’après Mandriota and Pepper, 1998). 
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L’angiogenèse est un processus finement régulé par un nombre important de facteurs 

activateurs ou inhibiteurs dont font partie le VEGF et les Angiopoïétines. Toutefois, lors de 

dérèglement ou dysfonctionnement des systèmes de régulation, ce phénomène peut devenir 

pathologique et être impliqué dans le développement de nombreuses maladies dont les 

cancers. 

 

 

II.1 Croissance tumorale et dépendance angiogénique 

Le lien entre cancer et angiogenèse est établi depuis longtemps. Ce lien suggéré dès 

les années 1945, a été confirmé dans les années 1970, par Judah Folkman qui met en évidence 

que l’angiogenèse est un processus essentiel au développement d’une tumeur et que celle-ci 

ne peut se développer au-delà de 2-3 mm3 si celle-ci n’est pas vascularisée (Algire et al., 1945; 

Folkman, 1971). Le postulat formulé à cette époque était que pour répondre à leurs besoins, 

les cellules cancéreuses pouvaient produire des substances angiogéniques et ainsi induire, à 

distance, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins.  

Il est actuellement établi que la croissance tumorale n’est pas linéaire et qu’elle se 

déroule selon deux phases distinctes : une première étape dite « avasculaire » suivie d’une 

seconde dans laquelle la vascularisation, et donc l’angiogenèse, joue un rôle essentiel. 

 

II.2 Switch angiogénique et tumeur  

Dans la plupart des cas, les cellules tumorales initient leur croissance dans un 

environnement avascularisé. Jusqu’à une taille généralement de quelques mm3, l’apport en 

nutriments et en oxygène est assuré par simple diffusion passive. Les tumeurs atteignent 

ensuite un « état de dormance » qui se caractérise par un équilibre entre prolifération et mort 

cellulaire. Puis, le « switch » angiogénique doit se produire pour réactiver le processus 

angiogénique nécessaire à la croissance tumorale. Différents stimuli peuvent être à l’origine 

du switch angiogénique et de l’initiation de l’angiogenèse : un stress métabolique (situation 

d’hypoxie, baisse du pH, chute de la concentration de glucose), un stress mécanique (pression 

induite par la prolifération cellulaire), des mutations géniques (activation d’oncogènes ou 

délétion de gènes suppresseurs de tumeurs) ou encore une réponse inflammatoire. 
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Parmi ces différents facteurs, l’hypoxie semble être l’élément prépondérant. Comme 

toutes cellules, les cellules cancéreuses ont besoin d’apport en oxygène et nutriments pour 

leur croissance. A partir d’un certain stade de développement de la tumeur, des cellules 

tumorales se trouvent trop éloignées des vaisseaux sanguins et l’apport par simple diffusion 

passive ne peut plus avoir lieu (limite de diffusion : 100-200 μm). Ces cellules se retrouvent 

donc en situation d’hypoxie, libèrent des facteurs pro-angiogéniques et ainsi induisent le 

phénomène d’angiogenèse (Figure 46-1). La prolifération des cellules endothéliales est alors 

fortement augmentée puisque le temps de doublement des cellules endothéliales dans la 

tumeur est d’environ 72 h, contre 1000 h en quiescence. L'angiogenèse débute par le 

détachement des péricytes et la dilatation des vaisseaux (Figure 46-2), puis le 

bourgeonnement vasculaire (Figure 46-3) et enfin la formation et la maturation de nouveaux 

vaisseaux (Figure 46-4). L'angiogenèse se poursuit tout au long de la croissance tumorale afin 

d'assurer un apport correct en oxygène et nutriments (Bergers and Benjamin, 2003). 

 

 

Figure 46 : Représentation de l'angiogenèse tumorale 

1 : Activation des cellules endothéliales par les cellules tumorales en hypoxie. 2 : Détachement des péricytes et 
migration des cellules endothéliales. 3 : Prolifération des cellules endothéliales. 4 : Formation et maturation de 
néo-vaisseaux qui irriguent la tumeur. (D’après Bergers and Benjamain, 2003). 
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II.3 Les vaisseaux tumoraux 

 Processus mis en jeu pour assurer la vascularisation tumorale 

Au regard de la dépendance d’une vascularisation à proximité, la tumeur utilisera 

différents processus d’angiogenèse de façon à s’assurer de pouvoir bénéficier d’un flux 

sanguin (Hardee and Zagzag, 2012). Nous les décrirons brièvement. 

L’angiogenèse par bourgeonnement (Figure 47-1) décrit précédemment dans le chapitre 

angiogenèse physiologique, est également l’un des mécanismes majeurs de l’angiogenèse 

tumorale. Cette angiogenèse sera sous le contrôle de la surexpression des facteurs 

pro-angiogéniques, en particulier le VEGF et l’Ang-2 mais qui, associés aux dérégulations de 

nombreuses voies de signalisation, et contrairement à l’angiogenèse physiologique, induiront 

une sélection aberrante de cellules tip et une angiogenèse accrue et incontrôlée.  

La cooptation (Figure 47-2): la tumeur peut détourner à son profit les vaisseaux du tissu sain 

avoisinant. Ce procédé correspond à la « fusion » du réseau vasculaire du tissu hôte avec la 

vascularisation de la tumeur. Ce phénomène de cooptation intervient en partie, suite à 

l’invasion du tissu environnant par les cellules tumorales (Holash et al., 1999; Seano and Jain, 

2020). 

La vasculogenèse (Figure 47-3) : la néoangiogenèse tumorale peut aussi impliquer la 

participation de cellules souches et donc ré-initier chez l’adulte, en conditions pathologiques, 

un processus décrit au cours de l’angiogenèse développementale. Des précurseurs des cellules 

endothéliales circulants, issus des progéniteurs cellulaires de la moelle osseuse, peuvent être 

recrutés et participer à l’élaboration de la nouvelle vascularisation. Ce recrutement est stimulé 

par l’hypoxie retrouvée dans les tumeurs et suite à l’activation de HIF-1α. Ce facteur HIF induit 

l’expression de VEGF et de SDF-1 qui génèrent une chimio-attraction des progéniteurs 

endothéliaux sur lesquels on retrouve le récepteur au SDF-1, dénommé CXCR4. 

Le mimétisme vasculaire ou vascular mimicry (Figure 47-4) : ce mécanisme correspond à la 

formation de pseudo-vaisseaux suite à une incorporation de cellules tumorales, ou de 

macrophages dans le réseau vasculaire afin d’étendre celui-ci (Angara et al., 2017).  

La transdifférenciation des cellules tumorales (Figure 47-5) : implique les CSG. En effet, 

celles-ci ont la capacité de se différencier en un phénotype « pseudo-endothélial » pour créer 
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un réseau vasculaire indépendamment du processus d’angiogenèse classique. Ce mécanisme 

de (trans)-différenciation a également été observé pour des macrophages ainsi que pour des 

cellules de GB différenciées (Ricci-Vitiani et al., 2010; Yan et al., 2011). 

L’intussusception (Figure 47-6) : qui correspond à la séparation d’un vaisseau en deux, permet 

ainsi d’augmenter les ramifications au sein de l’arbre vasculaire. 

 

Cette angiogenèse tumorale fait donc intervenir les mêmes acteurs que l’angiogenèse 

dite physiologique, cependant en condition tumorale, l’équilibre entre les facteurs pro- et 

anti-angiogéniques, retrouvé normalement à l’état de quiescence, est dérégulé et en faveur 

des acteurs pro-angiogéniques (Bergers and Benjamin, 2003). Ce déséquilibre aura pour 

Figure 47 : Représentation des différents modes de formation des vaisseaux tumoraux 

Les vaisseaux tumoraux se forment par différents mécanismes que sont le bourgeonnement (1), la cooptation 
(2), la vasculogenèse (3), le mimétisme vasculaire (4), la (trans)-différenciation (5) et l’intussusception (6). 
(D’après Hardee and Zagzag, 2012). 
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conséquence d’aboutir certes à la formation de néo-vaisseaux mais ces vaisseaux tumoraux 

seront « anormaux ». 

 

 Caractéristiques du réseau vasculaire tumoral 

Quel que soit le mécanisme utilisé pour constituer le réseau vasculaire, les vaisseaux 

produits lors de l’angiogenèse tumorale sont anormaux à la fois d’un point de  vue structurel 

et fonctionnel. Contrairement aux vaisseaux des tissus sains, ils sont hautement désorganisés, 

tortueux et de diamètres irréguliers. Ils sont caractérisés par des branchements et 

interconnections excessifs. Leurs parois sont également fragiles et de constitution variable. 

Elles présentent des fenestrations en raison de jonctions intercellulaires lâches et élargies. La 

membrane basale est discontinue et incomplète ce qui conduit à une perméabilité accrue de 

ces vaisseaux. 

Ces anomalies structurales ont des conséquences fonctionnelles. La structure de ces 

vaisseaux est à l’origine d’un flux sanguin irrégulier et chaotique. Ceci conduit, malgré la 

néovascularisation, à maintenir un état d’hypoxie et une acidité dans certaines régions des 

tumeurs. Ce phénomène contribue à entretenir une surproduction de facteurs 

pro-angiogéniques et participe ainsi à une persistance et une exacerbation de l’architecture 

anormale de ces vaisseaux.  

Nous nous intéresserons dans la partie suivante de cette introduction à décrire les 

éléments majeurs à l’origine de cette angiogenèse dans les GB, tumeurs qui comme nous 

l’avons décrit en début d’introduction, sont hautement vascularisées, hypoxiques et très 

agressives. 

 

II.4 L’angiogenèse dans les glioblastomes 

 Généralités 

Dans les gliomes, la vascularisation est corrélée au grade de malignité et au pronostic 

de ces tumeurs (Figure 48) (Bekaert et al., 2017; Jain et al., 2015; Leon et al., 1996). Ainsi, les 

GB qui sont les formes les plus malignes des gliomes, font partie des tumeurs pour lesquelles 

les changements vasculaires apparaissent les plus marqués, notamment dans les régions 

bordant les zones de nécrose (Kleihues and Ohgaki, 2000). La présence de prolifération 
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vasculaire et de zones de nécrose annonce la croissance rapide et la progression clinique de 

ces tumeurs. Cette prolifération vasculaire intense est un critère histopathologique 

caractéristique des GB. Dans ces tumeurs, 12,5 % des cellules endothéliales sont en 

prolifération, ce qui suggère une multiplication par 40 du taux de renouvellement normal. 

 

 Le réseau microvasculaire des GB serait en constant remodelage, avec des 

phénomènes de cooptation, de régression vasculaire, puis formation de nouveaux vaisseaux 

puis régression… formant ainsi un cercle vicieux. Ce renouvellement chronique du réseau 

microvasculaire (qui est unique aux microvaisseaux tumoraux) a été décrit par Dvorak et al., 

comme « une blessure qui ne se cicatrise jamais » (Dvorak et al., 1995). 

Les microvaisseaux des GB semblent avoir trois origines principales : l'angiogenèse, la 

cooptation et l'intussusception (Hardee and Zagzag, 2012; Holash et al., 1999). Bien que la 

proportion de chacun de ces trois mécanismes ne soit pas encore très claire, il semble que 

l'angiogenèse et la cooptation soient les mécanismes principaux impliqués dans les premières 

étapes de la croissance tumorale et donc dans la progression des gliomes. 

Figure 48 : La vascularisation dans les glioblastomes 

Visualisation de la vascularisation dans un gliome de bas grade et dans un GB. L’analyse par IRM permet d’obtenir 
des cartes du volume sanguin cérébral (VSC) après injection d’un agent de contraste. (D’après Bekaert et al., 
2017). Visualisation des structures vasculaires par un immunomarquage du CD34. (D’après Guarnaccia et al., 
2018). 
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L’initiation de la vascularisation tumorale se fait effectivement par le processus de 

cooptation des vaisseaux préexistants proches du site d’initiation tumorale (Winkler et al., 

2009). Ensuite, la régression des vaisseaux cooptés provoque l’apparition d’une hypoxie 

permettant la synthèse de facteurs pro-angiogéniques induisant secondairement une 

angiogenèse par bourgeonnement, toutefois anarchique. 

L’intussusception intervient plus tardivement au cours du développement tumoral, 

dès lors que la vascularisation est instaurée. 

Bien que ces 3 trois mécanismes soient les plus impliqués dans l’angiogenèse tumorale, 

on retrouve également dans les GB, les mécanismes énoncés précédemment tels que le 

recrutement de progéniteurs endothéliaux issus de la moelle osseuse, la différenciation des 

CSG, la transdifférenciation des cellules tumorales et le mimétisme vasculaire. Le mimétisme 

vasculaire, qui augmente avec le grade du gliome, est d’ailleurs associé à un mauvais pronostic 

pour le patient (El Hallani et al., 2010; Liu et al., 2011).  

Au cours du développement tumoral, l’organisation des vaisseaux semble être 

spatialement régulée selon 3 zones distinctes. Une zone centrale « avasculaire » voire 

nécrotique, une zone intermédiaire constituée de gros vaisseaux tortueux et une zone 

périphérique qui se caractérise par des bourgeons vasculaires et des vaisseaux plus petits, 

assimilables à des capillaires (Forster et al., 2017). Ces données sont en faveur d’une 

angiogenèse « centrifuge ». 

 

 Structure des vaisseaux tumoraux dans les glioblastomes 

Comme pour tout type de tumeurs solides, les vaisseaux présents dans les GB sont 

structurellement et fonctionnellement anormaux. En effet, les vaisseaux sont extrêmement 

tortueux et présentent un diamètre bien supérieur au réseau vasculaire du tissu sain 

(Figure 49A).  

On retrouve effectivement, dans la zone intermédiaire de ces tumeurs des vaisseaux 

dont le diamètre peut varier de 3 à 40 µm, contre une moyenne de 8 µm pour les capillaires 

cérébraux du tissu sain (Forster et al., 2017; Torre et al., 1998). D’un point de vue fonctionnel, 

ces vaisseaux présentent une forte perméabilité avec notamment une perte d’expression de 
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VE-Cadhérine mais également une couverture péricytaire altérée associée à une diminution 

d’expression du PDGF-B et la persistance des facteurs pro-angiogéniques (Benjamin et al., 

1999; Cooke et al., 2012; Hida et al., 2013; Sennino et al., 2007). De plus, cette vascularisation 

anarchique provoque des variabilités du flux sanguin et donc un défaut d’oxygénation dans la 

tumeur, pouvant générer des zones d’hypoxie aigüe et chronique. Cette hypoxie tumorale 

induite permet le maintien de l’angiogenèse tumorale, par l’expression des facteurs 

pro-angiogéniques, formant ainsi un cercle vicieux (Figure 49B).  

 

II.5 Le switch angiogénique : l’hypoxie et les facteurs pro-angiogéniques, un duo 

indissociable 

La forte prolifération des cellules tumorales ainsi que la vascularisation anormale des 

tumeurs, favorisent l’apparition de zones hypoxiques et/ou nécrotiques. Au niveau cellulaire, 

ce défaut d’oxygénation caractéristique des GB se traduit par une stabilisation du facteur 

HIF-1α, qui se conclut alors par la synthèse et la sécrétion d’un grand nombre de facteurs 

pro-angiogéniques  

Nous nous focaliserons dans la suite du manuscrit aux rôles exercés par le VEGF et les 

Angiopoïétines dans l’angiogenèse des GB. 

 
 

Figure 49 : Caractéristiques des vaisseaux dans les glioblastomes 

A : Photographies en microscopie multiphotonique de vaisseaux normaux et tumoraux. D’après Fukumura et al., 
2010. B : Représentation schématique du cercle vicieux retrouvé dans les tumeurs. (D’après Carmeliet and Jain, 
2011).  



Introduction – Partie 3 : Le compartiment vasculaire 

 

Page | 88 
 

 Expression du VEGF et de ses récepteurs dans les glioblastomes  

Plusieurs études ont décrit une surexpression du VEGF dans les glioblastomes en 

comparaison aux gliomes de bas grade (Figure 50A) et au tissu cérébral sain (Plate et al., 1992; 

Yao et al., 2001). 

L’expression élevée et diffuse du VEGF dans les GB, est associée à un mauvais pronostic 

pour la survie globale des patients (Figure 50B) (Loureiro et al., 2020; Yao et al., 2001). Au 

cours du développement tumoral, les conditions environnementales des tumeurs cérébrales 

que sont l’hypoxie, l’acidose, le remodelage vasculaire mais aussi les mutations des cellules 

tumorales comme par exemple les mutations de p53, régulent positivement l’expression et la 

libération du VEGF (Fukumura et al., 2001; Kerbel, 2008). L’analyse des tissus tumoraux 

montre une expression du VEGF dans les cellules péri-nécrotiques ou cellules en palissade, 

confirmant ainsi l’implication de l’hypoxie dans l’induction de l’expression du VEGF dans ce 

tissu tumoral. Au niveau cellulaire, l’expression du VEGF, détectée au niveau des cellules 

endothéliales et inflammatoires, est également retrouvée dans les cellules tumorales 

illustrant l’hypothèse de Folkman selon laquelle les cellules tumorales synthétisent des 

facteurs angiogéniques. 

 

Figure 50 : Expression du système VEGF/VEGF-R dans les glioblastomes 

A : Immunomarquage du VEGF et du VEGF-R2 dans un gliome de bas grade et dans un GB. B :  Courbe de survie 
de patients porteurs de GB en fonction du niveau d’expression du VEGF. (D’après Yao et al., 2001). 
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Le VEGF, surexprimé dans les GB, peut alors agir sur la vascularisation en se fixant sur 

les récepteurs VEGF-R2 également surexprimés (Figure 50A), quant à eux, par les cellules 

endothéliales (Loureiro et al., 2020; Plate et al., 1993; Yao et al., 2001). 

L'importance du VEGF et de ses récepteurs dans le processus angiogénique des GB a 

été notamment mise en exergue dans des études de corrélation. Celles-ci ont ainsi démontré 

une corrélation entre le niveau d'expression du VEGF avec la densité microvasculaire des 

gliomes et le volume sanguin cérébral de la tumeur (Bekaert et al., 2017; Yao et al., 2001).  

 
Sur le plan mécanistique, ces données descriptives sont à rapprocher des effets 

biologiques du VEGF, décrits dans les chapitres précédents. Le VEGF néosynthétisé ou libéré 

de la MEC contribuera à la prolifération, migration des cellules endothéliales et ainsi à la 

formation des néo-vaisseaux. Sans oublier que le VEGF est un facteur doué également de 

propriétés de perméabilisation vasculaire suite à la perte des jonctions inter-endothéliales. 

Les conséquences de ces effets seront une perte de l’intégrité fonctionnelle de la BHE durant 

la croissance tumorale associée à une augmentation de la pression du liquide interstitiel (PLI). 

Cette augmentation de PLI est cruciale dans les tumeurs cérébrales car elle augmente 

l’œdème et la pression intracrânienne à l’origine de complications importantes pour les 

patients (Boucher et al., 1997; Gavard and Gutkind, 2006). En effet, en accord avec son effet 

perméabilisant, l'expression du VEGF est également corrélée avec les œdèmes tumoraux dans 

les gliomes. 

 

 Expression des Angiopoïétines et du récepteur Tie-2 dans les glioblastomes  

Dans les tumeurs cérébrales, l’Ang-1 est fortement exprimée dans les tumeurs de haut 

grade mais est absente ou à l’état de traces dans le tissu cérébral sain et les tumeurs de bas 

grade (Stratmann et al., 1998). Toutefois, dans les GB, cette expression retrouvée au niveau 

des cellules tumorales est hétérogène avec des régions de marquage intense alternant avec 

des régions de marquage moins prononcé ou de marquage très faible (Ding et al., 2001). Grâce 

aux modèles animaux, il a été proposé que l’expression de l’Ang-1 apparaîtrait tardivement 

au cours de la croissance tumorale et pourrait intervenir dans la stabilisation des vaisseaux 

tumoraux (Zagzag et al., 1999). Ainsi, l’expression de l’Ang-1 ne semble pas prendre part 

précocement au processus tumoral et ne semble pas être un facteur indispensable à la mise 

en place de l’angiogenèse dans ces tumeurs. 
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II.5.2.1 Expression de l’Ang-2 dans les glioblastomes  

Tout comme le VEGF, l’expression d’Ang-2 est corrélée au grade des gliomes 

(Figure 51A). Ainsi, l’Ang-2 est retrouvée principalement dans les GB, où son expression est 

corrélée à un mauvais pronostic chez le patient (Figure 51B) (Koga et al., 2001; Scholz et al., 

2016). Au niveau cellulaire, l’Ang-2 est surexprimée aussi bien par les cellules endothéliales, 

principale source d’Ang-2, que par les cellules de GB mais dans une moindre proportion 

suggérant un rôle autocrine et paracrine de cette cytokine (Audero Enrica et al., 2001). 

L’observation des analyses immunohistochimiques, montre une expression d’Ang-2 localisée 

dans les régions péri-nécrotiques et périphériques de la tumeur (Koga et al., 2001).  

 

De façon intéressante, cette localisation de l’Ang-2 mise en évidence par Koga et al., 

est à rapprocher de l’organisation de la vascularisation tumorale des GB (Koga et al., 2001). 

En effet, l’Ang-2 est retrouvée dans la zone centrale avasculaire et dans la zone périphérique 

caractérisée par la présence de bourgeons vasculaires et assimilable à une région 

Figure 51 : Expression de l'Ang-2 dans les glioblastomes 

A : Immunomarquage de l’Ang-2 dans le tissu cérébral sain et dans différents types de tumeurs cérébrales. 
Echelle = 100 µm. B : Courbes de suvie des patients porteurs de GB en fonction de l’expression de l’Ang-2. 
(D’après Scholz et al., 2016). 
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angiogénique de la tumeur. Ainsi, l’Ang-2 serait exprimée par les vaisseaux en prolifération 

mais également en régression (Koga et al., 2001). L'expression précoce de l’Ang-2 par les 

cellules endothéliales, participerait à la régression vasculaire, puis pour des phases plus 

tardives, en présence de VEGF, l'Ang-2 contribuerait à la formation des néo-vaisseaux 

tumoraux. En effet, l'hypoxie provoquée par la régression des vaisseaux, au sein de la masse 

tumorale, serait à l'origine de la synthèse de VEGF et d’Ang-2. 

Ce mécanisme pathologique serait à rapprocher des mécanismes impliqués dans les 

remodelages vasculaires physiologiques qui ont clairement mis en évidence l’ambivalence de 

l’Ang-2 : en l’absence du VEGF, cette cytokine induit la régression des vaisseaux tumoraux 

alors qu’en présence de VEGF elle favorise la formation de nouveaux vaisseaux en facilitant 

l’effet du VEGF (Maisonpierre et al., 1997). 

 

II.5.2.2 Expression de Tie-2 dans les glioblastomes  

Comme l’Ang-2, une augmentation d’expression de Tie-2 semble être associée à un 

grand nombre de tumeurs, y compris les tumeurs cérébrales. Des études 

immunohistochimiques réalisées sur des gliomes humains ont ainsi mis en évidence une 

surexpression de Tie-2 dans les cellules endothéliales, dans les formes les plus malignes et les 

plus vascularisées des tumeurs cérébrales astrocytaires (Stratmann et al., 1998). Une étude 

temporelle de l’expression de Tie-2 dans un modèle orthotopique de GB chez le rat montre 

que celle-ci pourrait être tardive et être également liée à la mise en place d’une zone d’hypoxie 

au sein de la tumeur (Holash et al., 1999). En effet, l’expression de Tie-2 est induite par un 

stress hypoxique dans les cellules endothéliales issues de microvaisseaux, d’artères ou veines 

(Willam et al., 2000) . 

 

 Les Angiopoïétines : quelles implications dans les glioblastomes ? 

Depuis les années 2000, la signalisation Ang/Tie-2 dans la gliomagenèse a été peu 

étudiée à l’échelle clinique. En revanche, un certain nombre d’études pré-cliniques cherche 

toujours à identifier les rôles respectifs de l’Ang-1 et l’Ang-2 dans la vascularisation tumorale.  

 Les connaissances actuelles de la biologie des Angiopoïétines dans l’angiogenèse 

pathologique ne sont pas toujours en accord avec les résultats expérimentaux qui décrivent 
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tant des effets pro- et anti-angiogéniques à la fois pour l’Ang-1 et l’Ang-2. Par exemple, la 

surexpression de l’Ang-1 dans différents modèles expérimentaux de tumeur du colon, du 

poumon, de carcinome mammaire conduit à une maturation des vaisseaux tumoraux 

néoformés par recrutement des péricytes ou des cellules musculaires lisses associée à une 

réduction ou à un blocage de la croissance tumorale. Cependant, un effet inverse, à savoir 

pro-angiogénique est observé pour d’autres modèles expérimentaux de tumeurs en 

particulier pour les tumeurs cérébrales conduisant à une augmentation du volume tumoral 

(Machein et al., 2004). Ces divergences de résultats pourraient s’expliquer par la nature des 

facteurs angiogéniques qui serait différente et spécifique de chaque type de tumeur. 

Toutefois, la littérature s’accorde à retenir que l’effet de l’Ang-1 conduira à améliorer 

l’architecture des vaisseaux caractérisée par une maturation liée à la présence de péricytes. 

En revanche, la présence de l’Ang-2 est nécessaire pour initier l’angiogenèse et celle-ci 

est associée à un désengagement des péricytes au niveau des vaisseaux tumoraux ainsi qu’à 

une perturbation des jonctions intercellulaires des cellules endothéliales pouvant conduire à 

une augmentation de la perméabilité vasculaire (Reiss et al., 2005). 

Mais comme pour l’Ang-1, le mode d’action de l’Ang-2 dans la tumorigenèse est encore 

à l’heure actuelle mal connu et controversé. Il a été rapporté, sur un modèle de GB chez le rat, 

qu’une surexpression de l’Ang-2 conduisait à une réduction du volume tumoral (Machein et 

al., 2004). De même, sur un modèle de GB utilisant la lignée cellulaire humaine (U87), l’apport 

de l’Ang-2 au niveau cérébral via des adénovirus diminue le volume tumoral et augmente la 

survie des souris par rapport aux animaux contrôles. Selon ces auteurs, cette augmentation 

de la survie des animaux serait liée à la déstabilisation des vaisseaux associée à une nécrose 

des cellules tumorales (Lee et al., 2006b). L’équipe CERVOxy a également montré, sur un 

modèle de gliosarcome 9L, qu’un apport chronique d’Ang-2 au niveau cérébral était capable 

de réduire le volume de la tumeur et ceci suite à un remodelage vasculaire, conduisant à une 

pseudo-normalisation des vaisseaux présents au sein de la masse tumorale (Valable et al., 

2009). Inversement, la neutralisation de l’effet biologique de l’Ang-2 par l’utilisation d’un 

peptide fusion neutralisant l’Ang-2 est à l’origine d’une réduction de la tumeur sur un modèle 

de GB (Kloepper et al., 2016; Peterson et al., 2016; Villeneuve et al., 2008). 
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En résumé, l’effet de l’Ang-2 sur la croissance tumorale demeure donc encore en 

débat. 

Des approches pharmacologiques pour inhiber les fonctions biologiques des 

Angiopoïétines ont été également développées afin de contribuer à évaluer l’incidence de ces 

facteurs angiogéniques dans la croissance tumorale. Ces approches ont utilisé soit une forme 

soluble du récepteur Tie-2, soit des mutants dominants négatifs Tie-2 et ce sur des modèles 

de carcinomes mammaires, de colon, de sarcome de Kaposi mais aussi de GB (Lin et al., 1998; 

Popkov et al., 2005; Reiss et al., 2005; Zadeh et al., 2004). Sur chacun de ces modèles, 

l’inhibition de la voie de signalisation des Angiopoïétines a un impact négatif sur la croissance 

tumorale et entraîne une augmentation de la survie des animaux. Cet effet bénéfique est 

associé à une diminution de la densité vasculaire et à une apoptose importante des cellules 

endothéliales ainsi qu’à une dilatation des vaisseaux tumoraux. 

Collectivement, ces données de la littérature soulignent la discordance d’effets des 

Angiopoïétines selon les modèles de tumeur utilisés mais aussi les méthodologies utilisées. 

Ainsi, l’effet de l’Ang-2 dans les tumeurs cérébrales est encore débattu puisqu’un effet 

bénéfique mais aussi néfaste est attribué à cette cytokine. 

L’angiogenèse étant dépendante d’un équilibre d’expression entre le VEGF, l’Ang-1 et 

l’Ang-2, l'évolution spatio-temporelle de chacune de ces trois protéines est déterminante dans 

la compréhension de la contribution fonctionnelle de ces cytokines à l'angiogenèse et la 

croissance de ces tumeurs cérébrales.  

 
Les anomalies du réseau vasculaire des GB conduisent inévitablement à une perfusion 

tumorale hétérogène et à l’apparition de zones hypoxiques. Une des conséquences de cette 

hétérogénéité de la perfusion de la tumeur contribuera non seulement à maintenir 

l’angiogenèse tumorale mais aussi à limiter l’efficacité des traitements de RT et CT qui 

dépendent largement de la perfusion tumorale. En effet, au-delà de la contrainte de passage 

de la BHE, les effets de la CT sont directement proportionnels à la concentration de la drogue 

au sein de la tumeur. De plus, comme nous l’avons décrit précédemment, l’oxygène joue un 

rôle majeur dans l’effet cytotoxique de la RT. 
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De façon importante, en conditions cliniques, ce réseau vasculaire, de par sa 

localisation au sein de la masse tumorale, pourra de surcroit, être altéré par les traitements 

conventionnels. 

 

 

III.1 Effet de la radiothérapie sur le compartiment vasculaire 

Bien que l’objectif de la RT soit de cibler les cellules tumorales, la vascularisation 

tumorale reçoit la même dose que la tumeur. Cette irradiation n’est pas sans conséquences 

pour ce compartiment vasculaire et l’atteinte de celui-ci sera dépendante de la modalité de la 

RT appliquée. 

 

 Réponse à l’irradiation, dose unique. 

III.1.1.1 Réponses cellulaires  

La RT délivrée en dose unique induit de façon précoce des dommages moléculaires qui 

se traduiront plus ou moins tardivement par des altérations des vaisseaux tumoraux. En effet, 

en réponse à la RT (Figure 52-1), on observe :  

 Une mort précoce (entre 4 h et 12 h post-irradiation) des cellules endothéliales par 

apoptose dépendante de la voie de l’aSMase comme l’attestent les études réalisées sur les 

souris aSMase -/- (Niaudet et al., 2017; Paris et al., 2001; Peña et al., 2000).  

 Une mort post-mitotique, plus tardive (entre 24 h et 72 h post-irradiation), et ce 

lorsque les dommages à l’ADN ne peuvent être réparés (Bonnaud et al., 2007).  

 Une sénescence cellulaire radio-induite qui apparaît quelques jours après la RT est 

associée au phénotype SASP (Lafargue et al., 2017; McRobb et al., 2017; Ungvari et al., 2013). 

En accord avec ces données in vitro, Borovski et al., ont mis en évidence la présence de cellules 

endothéliales en sénescence sur des biopsies de patients porteurs de GB et ayant suivi le 

protocole Stupp (Borovski et al., 2013).  

Cette sénescence SASP s'accompagne également d'une diminution de VE-Cadhérine 

qui induit plus tardivement une augmentation de la perméabilité des vaisseaux (Paris et al., 

2014). 
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 Une activation endothéliale. En effet, l’irradiation induit un changement de phénotype 

des cellules endothéliales. Ce phénomène d’activation se définit comme une augmentation 

d’expression des molécules d’adhésion telles que VCAM-1, ICAM-1 et E-Sélectine et dont la 

conséquence sera de favoriser l’adhésion et le recrutement des cellules inflammatoires 

(Gaugler et al., 2004; Heckmann et al., 1998; Nübel et al., 2004). A titre d’exemple, une étude 

in vivo a notamment montré que l’adhésion des leucocytes est fortement diminuée au niveau 

de l’endothélium de souris ICAM-1 -/- après une irradiation à 10 Gy (Mollà et al., 2003). 

De plus, il a été mis en évidence une perte du collagène IV, constituant majeur de la 

lame basale des vaisseaux, accompagnée d’une augmentation d’activité des MMP-2 et 

MMP-9, facilitant ainsi le remodelage vasculaire (Lee et al., 2012). Ces résultats mettent en 

avant un phénotype pro-inflammatoire des cellules endothéliales irradiées. 

 

III.1.1.2 Altérations structurelles et hémodynamiques des vaisseaux 

En réponse à l’irradiation à dose unique, les vaisseaux sanguins subissent des 

altérations structurelles et hémodynamiques (Figure 52-2). En effet, ces vaisseaux seront 

immatures, les jonctions inter-endothéliales plus lâches (suite à la diminution d’expression de 

la VE-Cadhérine), la membrane basale absente ou anormalement épaisse, la perméabilité 

vasculaire sera augmentée et la perfusion diminuée. Ces modifications hémodynamiques, 

ainsi que la raréfaction vasculaire induite par la RT, vont favoriser l’apparition de régions 

hypoxiques, avec une stabilisation de HIF-1, notamment dans les GB (Kioi et al., 2010). Cette 

hypoxie locale et aigüe est cependant incapable, à elle seule, de réinitialiser un processus 

angiogénique alors qu’une hypoxie chronique systémique permet de restaurer la 

vascularisation altérée par l’irradiation (Warrington et al., 2011). L’hypoxie induite par les 

dommages vasculaires s’accompagnera également du recrutement de cellules inflammatoires 

qui stimuleront l’activation endothéliale (Chen et al., 2009). En revanche, l’hypoxie ainsi 

générée, augmentera la résistance des cellules tumorales à la RT. 

Bien que ces résultats ressortent dans un certain nombre d’études, il est toutefois 

difficile de proposer des conclusions consensuelles. En effet, les dommages de la RT sur la 

vascularisation dépendent fortement de la taille des vaisseaux, du stade de maturation des 

vaisseaux, de l’état de prolifération des cellules endothéliales, mais surtout de la dose 

délivrée. Les données présentées précédemment sont le reflet d’une irradiation à dose unique 
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et supérieure à 10 Gy. Les cellules endothéliales développeront des réponses différentes en 

réponse à une RT fractionnée et à plus faible dose. 

 

 

 Réponse à l’irradiation, dose fractionnée 

III.1.2.1 Réponses cellulaires 

L’irradiation fractionnée se rapproche du traitement appliqué en clinique, puisque 

chez les patients porteurs d’un GB, la RT est délivrée avec 30 fractions à la dose de 

2 Gy/fraction, soit une dose totale de 60 Gy.  

Figure 52 : Représentation schématique des effets de l'irradiation à dose unique 

L’irradiation à dose unique (>10 Gy) du compartiment vasculaire induit différentes réponses cellulaires (1) qui se 
traduisent au niveau tissulaire par des altérations structurelles et hémodynamiques (2). 
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Une irradiation fractionnée avec de faibles doses semble affecter la vascularisation 

différemment qu’une irradiation à dose unique. Les études, in vitro, bien que peu nombreuses 

ont permis de montrer que, dans ces conditions, la viabilité des cellules endothéliales n’est 

pas altérée après une RT fractionnée à faible dose (Cervelli et al., 2014; Sofia Vala et al., 2010). 

En revanche, celle-ci favoriserait plutôt la prolifération des cellules endothéliales 

(Figure 53-1). Cet effet serait la conséquence d’une augmentation d’expression de la eNOS et 

du VEGF suite à l’activation de HIF (Kim et al., 2014).  

Tout comme la RT à dose unique, la RT fractionnée conduit également à une activation 

endothéliale associée à un recrutement des cellules immunitaires, toutefois, l’intensité de 

cette activation est augmentée avec le fractionnement de la RT (Cervelli et al., 2014).  

 

III.1.2.2 Atteintes structurelles et hémodynamiques des vaisseaux 

Les études in vivo sont plus nombreuses et s’accordent avec les résultats des études in 

vitro. En effet, lorsque la RT est fractionnée, les atteintes vasculaires (Figure 53-2) sont moins 

intenses avec une diminution moindre de la densité vasculaire, voire dans certains modèles 

une augmentation du nombre de vaisseaux (Chen et al., 2009; Kleibeuker et al., 2016). Le 

fractionnement à faible dose semble augmenter la vascularisation et stimuler l’angiogenèse 

dans de nombreux modèles tumoraux (Janssen et al., 2010; Marques et al., 2020). 

Contrairement aux doses uniques, et selon le modèle tumoral, l’hypoxie tissulaire n’est pas 

systématiquement retrouvée après un fractionnement de la RT et ceci notamment parce que, 

dans ces conditions, l’irradiation améliore le recouvrement des vaisseaux néoformés par les 

péricytes (Potiron et al., 2013). La perfusion des vaisseaux s’en trouve améliorée et 

l’oxygénation est transitoirement restaurée (Clément-Colmou et al., 2020; Hu et al., 2016). 

Ces modifications structurelles et fonctionnelles s’apparentent à une normalisation 

vasculaire.  

 
Ainsi, la RT selon la modalité utilisée, pourra modifier le compartiment vasculaire, et 

moduler l’efficacité de la RT (mais aussi la CT) sur les cellules tumorales. Toutefois, la 

radiosensibilité du compartiment vasculaire dépendra non seulement de la sensibilité 

intrinsèque des cellules endothéliales mais aussi de leur environnement. 
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III.2 Effet de la chimiothérapie (TMZ) sur le compartiment vasculaire 

Le TMZ n’affecte en aucun cas la vascularisation (Hida et al., 2013; Park et al., 2016a; 

Son et al., 2006; Virrey et al., 2009). Les travaux de Virrey et al., montre in vitro une résistance 

des cellules endothéliales en réponse à 100 M de TMZ. Cette chimiorésistance est également 

retrouvée dans un modèle de GB humain (U87) après une administration fractionnée de TMZ 

à la dose 5 mg/kg, puisqu’aucune modification de la vascularisation n’est observée à 60 jours 

après un marquage CD31 (Virrey et al., 2009). Le mécanisme sous-jacent à cette résistance 

Figure 53 : Représentation schématique des effets de l’irradiation fractionnée 

L’irradiation fractionnée (<10 Gy) du compartiment vasculaire induit différentes réponses cellulaires (1) qui se 
traduisent au niveau tissulaire par des altérations structurelles et hémodynamiques (2). 
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implique un reflux rapide du TMZ par les cellules endothéliales qui expriment fortement les 

transporteurs ABC (ATP-binding cassette) (Wijaya et al., 2017). 

 
Les données préalablement exposées témoignent de l’importance du compartiment 

vasculaire dans la croissance des tumeurs, y compris les GB. Le début des années 2000 a vu 

naître des traitements ciblant la vascularisation tumorale avec l’espoir de limiter, voire 

d’éradiquer le développement des cancers solides. Alors que les GB ont longtemps été exclus 

du champ d’application des thérapeutiques innovantes, au regard de leur riche vascularisation 

et de l’échec thérapeutique relatif des traitements conventionnels pour ces tumeurs, les 

traitements anti-angiogéniques ont été testés en association ou non à la CT et la RT. 

 

 

Dès les premières publications de ses travaux, en 1971 et 1972, J. Folkman voit le 

blocage de l’angiogenèse comme une nouvelle stratégie thérapeutique contre le cancer. 

Toutefois, la pertinence de cette stratégie ne sera reconnue que plus d’une vingtaine d’années 

après. En effet, la communauté scientifique privilégiait à l’époque l’étude de la cellule 

cancéreuse et ne s’intéressait que très peu aux relations entre la tumeur et son 

environnement. Au début des années 2000, les stratégies anti-angiogéniques se sont révélées 

être prometteuses avec la mise sur le marché des premières molécules indiquées pour le 

traitement de différents cancers métastatiques. Ce n’est que plus tardivement que certaines 

de ces molécules ont été proposées comme traitement adjuvant des GB. 

 

IV.1 Les thérapies anti-angiogéniques 

Le rôle fondamental exercé par le VEGF dans l’angiogenèse tumorale en a fait une cible 

de choix des stratégies anti-angiogéniques. Bien que les Angiopoïétines aient été également 

identifiées comme des médiateurs moléculaires de l’angiogenèse tumorale, celles-ci ont été 

considérées comme des cibles d’intérêt que plus récemment. 

Nous nous attacherons dans cette partie du manuscrit à décrire les principales voies 

de ciblage du VEGF et des Angiopoïétines. 
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 Stratégies anti-angiogéniques ciblant la signalisation VEGF/VEGF-R  

 Deux grandes stratégies ont été proposées pour bloquer l’effet biologique du VEGF : 

 Des stratégies ciblant le VEGF pour bloquer son expression en utilisant des ribozymes 

des nucléotides anti-sens, des récepteurs solubles ou des anticorps anti-VEGF (Figure 54). 

 Des stratégies visant la signalisation du VEGF utilisant des anticorps anti-VEGF-R ou des 

inhibiteurs des tyrosines kinases (TKI) des récepteurs au VEGF (Figure 54) (Ferrara and Adamis, 

2016).  

 

IV.1.1.1 Les Anti-VEGF : Le bevacizumab  

C’est en 2004, que le premier anti-VEGF a été mis sur le marché sous le nom de 

Bevacizumab (BVZ). Il s’agit d’un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF, 

empêchant ainsi sa liaison avec ses récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2. Le BVZ (ou avastin®, 

laboratoire Roche) a été la première molécule à avoir reçu, en 2004, l’agrément de la FDA 

(food and drug administration) pour le traitement des cancers du colon en association avec le 

traitement de référence par CT au 5-Fluoro-uracil (Emmanouilides et al., 2007). Ce n’est qu’en 

2007 que le BVZ a fait l’objet d’études cliniques de phase II pour les GB, mais en association 

avec un traitement par CT (Vredenburgh et al., 2007). Si les résultats ont été prometteurs sur 

Figure 54 : Représentation des différents inhibteurs du système VEGF/VEGF-R 

Différentes stratégies sont employées pour inhiber la signalisation VEGF/VEGF-R. On retrouve des anticorps anti-

VEGF ou anti-VEGF-R, des récepteurs solubles et des inhibiteurs des récepteurs à activité tyrosine kinase. 
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les modèles pré-cliniques de GB avec une diminution de la densité vasculaire associée à un 

ralentissement de la croissance tumorale (Corroyer-Dulmont et al., 2013; Kloepper et al., 

2016), les essais thérapeutiques ont été plus décevants. En effet, les études cliniques de phase 

III multicentriques (AVAGlio and RTOG 0825), réalisées aux Etats-Unis et en France, n’ont pas 

montré de bénéfice sur la survie des patients porteurs de GB lorsque le BVZ est apporté en 

1ère ligne combiné aux traitements conventionnels. En revanche, il a été observé une 

augmentation de la survie sans progression et une amélioration de la qualité de vie des 

patients (Chinot et al., 2014; Gilbert et al., 2014). Toutefois, cette amélioration de la qualité 

de vie ne serait pas due à un effet angiostatique du VEGF mais serait attribuable à un effet 

anti-œdémateux du BVZ en diminuant la pression intracérébrale. Ces résultats mitigés ont 

donc tempéré les espoirs suscités par les premières études cliniques non contrôlées. 

L'absence de réponse durable observée avec le BVZ en tant qu'agent unique a conduit 

à proposer que son association avec un agent cytotoxique pourrait apporter un bénéfice plus 

significatif car la combinaison permettrait de cibler à la fois les cellules endothéliales et les 

cellules cancéreuses. Le BVZ a été évalué en association avec la lomustine dans le cadre de 

l'essai BELOB, une étude multicentrique de phase II menée aux Pays-Bas. Les résultats ont été 

également décevants puisque malgré une survie sans progression quelque peu prolongée, le 

traitement lomustine/BVZ n'a pas conféré davantage de survie par rapport au traitement par 

lomustine seule chez les patients atteints de GB en progression (Wick et al., 2017). 

 

IV.1.1.2 Les Anti-VEGF-R : L’aflibercept 

L’aflibercept est une protéine fusion qui contient les domaines extracellulaires des 

récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2 lui permettant ainsi de lier et d’inhiber l’activité du VEGF et 

du PlGF (Holash et al., 2002). Tout comme le BVZ, il a été dans un premier temps testé en 

phase II et III sur des tumeurs colorectales, cependant que ce soit en monothérapie ou en 

association avec une CT, l’aflibercept n’améliore pas la survie des patients porteurs de GB. 

Une étude de phase II a également été réalisée aux Etats-Unis en traitement de seconde ligne 

sur des patients porteurs de GB en phase de récurrence sans toutefois améliorer leur survie 

(de Groot et al., 2011).  
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IV.1.1.3 Les inhibiteurs d’activité tyrosine kinase : Le sunitib et le cediranib 

Les inhibiteurs des récepteurs aux activités tyrosines kinases ont été développés et 

déclinés par un grand nombre d’industries pharmaceutiques. Ces molécules ciblent le site de 

liaison de l’ATP du récepteur induisant ainsi un blocage de voie de signalisation intracellulaire. 

Il faut noter que la plupart des VEGF-R-TKI actuellement développés ne sont pas spécifiques 

au récepteur VEGF-R2 et sont capables de se fixer sur d’autres récepteurs à activité tyrosines 

kinases (tels Kit, PDGF-R, RET, RAF et EGF-R) ce qui à priori devrait renforcer les effets 

anti-angiogéniques recherchés. 

Le sunitinib appartient à cette famille de molécule. Cette molécule multicible inhibe 

les récepteurs aux activités tyrosines kinases du VEGF-R1 et PDGF-R alors que le cediranib 

inhibe tous les VEGF-R. Bien que ces molécules aient montré un effet positif sur la survie des 

modèles pré-cliniques de GB (de Boüard et al., 2007; Peterson et al., 2016; Valable et al., 

2011), les essais cliniques avec le sunitinib ou le cediranib en monothérapie n’ont apporté 

aucun bénéfice chez les patients porteurs de GB récurrents (Batchelor et al., 2013; Grisanti et 

al., 2019).  

 

 Concept de normalisation vasculaire 

Les résultats obtenus après ces thérapies anti-angiogéniques (TAA) sont quelque peu 

surprenants. En effet, par définition les TAA ont pour but de détruire et empêcher la formation 

de vaisseaux dans la tumeur, diminuant ainsi l’acheminement des molécules thérapeutiques 

comme la CT. Néanmoins, les résultats montrent, dans certaines situations, une meilleure 

efficacité des agents anti-angiogéniques en association avec la CT. Ces constats ont permis à 

Jain d’émettre l’hypothèse selon laquelle les vaisseaux des tumeurs traitées par TAA se 

normalisent, en réponse à un équilibre de biodisponibilité entre facteurs pro- et 

anti-angiogéniques (Figure 55). Les vaisseaux tumoraux « normalisés » retrouveraient des 

caractéristiques morphologiques et fonctionnelles comparables à celles de vaisseaux d’un 

tissu sain (Jain, 2005). Cette phase de normalisation permettrait alors une meilleure 

oxygénation de la tumeur et un meilleur acheminement des molécules thérapeutiques au sein 

de cette tumeur. De plus, cette meilleure oxygénation de la tumeur favoriserait l’efficacité de 

la RT.  
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Cette hypothèse de normalisation semble être confirmée par de nombreuses études 

pré-cliniques. Wachsberger et al., ont montré sur un modèle de GB, que la RT était plus 

efficace lorsqu’elle était associée à l’aflibercept (Wachsberger et al., 2007). Des essais 

cliniques sont actuellement en cours pour tester l’association des TAA avec les traitements 

conventionnels. Cependant, il est très difficile d’utiliser cette fenêtre thérapeutique de 

normalisation, car il est effectivement difficile de juger le moment opportun pour y associer 

des traitements combinés. En clinique, il serait notamment nécessaire que les patients 

puissent bénéficier d’un suivi par imagerie multimodale IRM comme le suggère l’étude de 

Figure 55 : Concept de normalisation vasculaire 

En condition physiologique, il existe un état d’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques favorisant 
un réseau vasculaire organisé et fonctionnel.  En condition tumorale, la production et la libération en excès de 
facteurs pro-angiogéniques induit un réseau vasculaire anormal et non fonctionnel qui génère des zones 
d’hypoxie. L’utilisation d’un traitement anti-angiogénique (ex : BVZ) permet de rétablir un état d’équilibre et 
d’induire une normalisation partielle du réseau vasculaire favorisant l’efficacité des traitements anti-cancéreux 
notamment par une amélioration de la perfusion sanguine et diminution de l’hypoxie. L’utilisation prolongée 
d’anti-angiogénique peut entrainer la destruction du réseau vasculaire et la ré-apparition d’une hypoxie 
tumorale. (D’après Jain, 2005). 
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Batchelor (Figure 56) qui permettrait d’appréhender, en temps réel, l’évolution de la 

vascularisation (taille des vaisseaux, perméabilité) (Batchelor et al., 2007). 

 
Sur le plan moléculaire, les travaux de Winkler et al., ont permis de préciser sur un 

modèle pré-clinique de GB que, durant la phase de normalisation consécutive à l’utilisation 

d’un anti-VEGF-R2, les vaisseaux de la tumeur retrouvent une couverture péricytaire suite à 

une augmentation d’expression de l’Ang-1. De plus, la lame basale de ces vaisseaux s’amincit 

suite à une activation de la MMP-2 et MMP-9 (Winkler et al., 2004). 

Cet état de normalisation n’est cependant que transitoire, puisque la poursuite 

prolongée du TAA déséquilibre la balance en faveur des facteurs anti-angiogéniques 

conduisant à une destruction des vaisseaux et une hypoxie massive (Figure 55) qui par la suite 

induit l’expression de facteurs pro-angiogéniques et participeront au phénomène 

d’échappement ou de résistance à ces TAA. 

Figure 56 : Imagerie d'un patient porteur de glioblastome et répondant au traitement 
anti-angiogénique 

Suivi longitudinal en IRM d’un patient traité par AZD2171 et pour lequel on observe une diminution de la masse 
tumorale (IRM T1wGd) accompagnée d’une modification structurelle des vaisseaux (Cartes ITV et Ktrans) et 
d’une diminution de l’œdème (IRM T2w). (D’après Batchelor et al., 2007). 
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 La résistance aux TAA 

Les TAA, lorsqu’ils sont efficaces ne le sont, le plus souvent, que transitoirement. Les 

études pré-cliniques et cliniques ont, en effet, mis en évidence un échappement face à ces 

TAA et ont cherché à comprendre les mécanismes sous-jacents à cette résistance. Bien que 

ces mécanismes d’échappement puissent être spécifiques à chaque traitement et à chaque 

contexte tumoral, selon Bergers et Hanahan, 2 modes principaux permettraient d’expliquer la 

résistance aux TAA (Bergers and Hanahan, 2008; Haibe et al., 2020) :  

 Un mode de résistance intrinsèque : la tumeur ne répond pas aux TAA et continue sa 

croissance, malgré les traitements (Figure 57A). 

 Un mode dit de résistance adaptative. Après une phase de réponse, la tumeur a la 

capacité de s’adapter et de mettre en place des mécanismes de compensation permettant 

une reprise de la croissance tumorale, notamment en stimulant de nouveau un processus 

angiogénique. Selon cette dernière hypothèse, 5 modes d’évasion ont été proposés 

(Figure 57B).  

o Un mécanisme de compensation des cellules endothéliales et tumorales par la 

synthèse d’autres facteurs pro-angiogéniques comme le FGF, les Ephrines ou encore les 

Angiopoïétines. Par exemple, pour des patients porteurs de GB traités au BVZ, il a été retrouvé 

lors de la phase de récurrence, une augmentation d’Ang-2 tant au niveau tumoral que 

plasmatique (Labussière et al., 2016; Scholz et al., 2016). Cette augmentation d’expression 

d’Ang-2 au niveau vasculaire a été également retrouvée sur un modèles pré-cliniques de GB 

(Cortes-Santiago et al., 2016). 

o Une amélioration du recouvrement par les péricytes. Comme nous l’avons décrit 

précédemment, c’est un des mécanismes qui témoigne d’une normalisation vasculaire. Les 

péricytes sont recrutés afin de s’opposer à la régression vasculaire et maintenir une 

vascularisation tumorale.  

o Un recrutement de cellules issues de la moelle osseuse comme les progéniteurs 

endothéliaux ou encore les cellules de la lignée myéloïde (les monocytes/macrophages 

pro-angiogéniques et cellules dendritiques) (Piao et al., 2012; Soubéran et al., 2019). L’hypoxie 

naissante, avec la diminution de la perfusion, permettra de stabiliser HIF-1 qui par 

l’intermédiaire de l’expression de ses gènes cibles comme le SDF-1, le VEGF et l’ANG-2, sera 
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notamment responsable du recrutement de cellules inflammatoires (Aghi et al., 2006; Du et 

al., 2008).  

o Une invasion tumorale et une cooptation. Ce mécanisme a lieu quand la tumeur ne 

peut réinitialiser l’angiogenèse. Les cellules tumorales migrent dans le tissu environnant et 

utilisent le système vasculaire de ce dernier pour relancer la croissance tumorale. 

o  Le mimétisme vasculaire. L’incorporation de cellules tumorales dans la vascularisation 

existante a été observé suite à un traitement au BVZ chez des patients porteurs de GB (El 

Hallani et al., 2010). 

 

Au-delà de ces 5 modes de résistance et d’échappement, il a été également proposé, 

plus récemment, que le recrutement des cellules immunitaires innées prenne une part 

importante. Nous aborderons ce point dans la partie de ce manuscrit consacrée au 

« compartiment inflammatoire ». 

Figure 57 : Représentation de mode de résistance aux thérapies anti-angiogéniques 

A : La tumeur est insensible aux traitements anti-angiogéniques, c’est la résistance intrinsèque. B : Après une 
phase de réponse, la tumeur met en place différents mécanismes (1 à 5) pour réinitialiser la vascularisation 
tumorale. (D’après Bergers and Hanahan, 2008 ; El Hallani et al., 2010). 
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IV.2 Stratégies anti-angiogéniques ciblant la signalisation Angiopoïétines/Tie 

En raison du faible bénéfice thérapeutique des anti-angiogéniques ciblant l'axe 

VEGF/VEGF-R2, les recherches se sont orientées vers des stratégies alternatives de façon à 

contourner les écueils de ces thérapies (Rivera and Bergers, 2015). Au regard du rôle exercé 

par l’Ang-2 dans la progression d’un grand nombre de cancers, certains groupes ont développé 

différentes stratégies thérapeutiques ciblant ce ligand du récepteur Tie-2.  

Plusieurs stratégies ont été testées pour bloquer l’effet biologique de l’Ang-2 dont la 

première a consisté à proposer un peptide fusion neutralisant l’Ang-2. Cette stratégie a 

montré son efficacité sur des modèles pré-cliniques de carcinome épidermoïde cutané et de 

carcinome colorectal puisque ce traitement conduisait à une régression vasculaire et un 

ralentissement de la croissance tumorale (Oliner et al., 2004). D’autres molécules, ciblant 

également la neutralisation de l’Ang-2 ont été commercialisées par différents laboratoires 

pharmaceutiques sous les noms de Trébanabib, MED13617, Rebastinib, après avoir montré 

des effets bénéfiques sur des modèles pré-cliniques de tumeurs, y compris de GB, tant sur la 

vascularisation tumorale que sur la croissance tumorale (Kloepper et al., 2016; Peterson et al., 

2016). Toutefois, les résultats de ces essais cliniques sont plus mitigés dans les tumeurs solides 

dont les GB (Gillen et al., 2019; Hyman et al., 2018).  

D’autres stratégies ciblent Tie-2, Tie-1 sans beaucoup plus de succès. 

Au regarde de la complémentarité d’action du VEGF et de l’Ang-2 dans l’angiogenèse, 

le choix s’est orienté vers une stratégie de double ciblage. En effet, Park et al., ont proposé 

que le seul blocage d'Ang-2 pouvait ne pas être suffisant pour conduire à la déstabilisation des 

vaisseaux tumoraux, suggérant qu’un double blocage d'Ang-2 et de VEGF pourrait être plus 

efficace (Park et al., 2016a) De fait, dans d’autres contextes tumoraux, l’efficacité du double 

blocage était supérieure à celle du blocage unique du VEGF ou de l'Ang-2 pour limiter la 

croissance tumorale, l'angiogenèse et les métastases (Brown et al., 2010; Coutelle et al., 2015; 

Kienast et al., 2013; Koh et al., 2010; Scholz et al., 2016). Toutefois que ce soit en 

monothérapie ou en association, un échappement au traitement est toujours observé, 

notamment car ces stratégies anti-vasculaires aboutissent systématiquement à une hypoxie 

tumorale. 
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De façon inattendue, en cherchant à générer des anticorps bloquant l'Ang-2 en 

inhibant l'interaction Ang-2/Tie-2, l’équipe de Park a découvert de façon fortuite, un groupe 

d'anticorps capable de lier l'Ang-2 mais aussi d'activer le récepteur Tie-2. Parmi ceux-ci, 

l'anticorps dénommé ABTAA (pour Ang2-Binding and Tie2-Activating Antibody) s’est révélé 

être particulièrement efficace en association avec le TMZ (Park et al., 2016a). La 

co-administration d’ABTAA et de TMZ aboutit à une normalisation vasculaire et une meilleure 

distribution de la CT, une diminution de l’hypoxie tumorale, qui se traduit par un allongement 

de la survie des animaux. A l’heure actuelle, aucune étude clinique n’a été engagée pour les 

GB. 

De façon intéressante, l’utilisation de ces stratégies anti-angiogéniques et 

l’identification de leurs effets sur les modèles pré-cliniques ont permis de montrer qu’au-delà 

du compartiment tumoral et vasculaire, ces molécules ciblant la voie du VEGF et des 

Angiopoïétines pouvaient également exercer une influence sur la réponse inflammatoire. 

C’est ainsi qu’en réponse au traitement à l’ABTAA, un effet positif sur la réponse 

inflammatoire anti-tumorale est observé. L’environnement de ces tumeurs cérébrales s’est 

enrichi en cellules de l’inflammation anti-tumorale (Park et al., 2016a). De même, la résistance 

au BVZ observée dans les modèles de GB s’accompagne d’une augmentation d’expression 

d’Ang-2 au niveau des cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux et d’un enrichissement 

de l’environnement tumoral en cellules de l’inflammation pro-tumorale (Cortes-Santiago et 

al., 2016; Scholz et al., 2016).  

 

Ainsi, ces données illustrent le lien étroit entre le compartiment vasculaire et le 

compartiment inflammatoire que nous allons aborder dans la 4ème partie de cette 

introduction.



PARTIE 4
LE COMPARTIMENT INFLAMMATOIRE

Ilya I. Metchnikov

(KAUFMANN ET AL., 2008)
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Partie 4 : Le compartiment inflammatoire 

 

I.1 Généralités sur l’inflammation 

L’inflammation proprement dite correspond à l’activation du système immunitaire en 

réponse à un stress (pathogène ou non) habituellement absent en condition physiologique.  

On distingue deux types d’inflammation : l’inflammation aigüe et l’inflammation 

chronique. L’inflammation aigüe est transitoire et initiée par une blessure et/ou une infection. 

Il en résulte une réponse bénéfique afin de lutter contre les pathogènes. Au contraire, 

l’inflammation chronique est une inflammation prolongée induite par des maladies 

auto-immunes mais aussi la présence d’une tumeur.  

La réaction inflammatoire, induite par la présence de pathogène ou encore par la 

présence de molécules endogènes à motifs DAMPs (damage-associated molecular patterns), 

est un mécanisme de défense qui repose sur deux types de réponses : l’immunité innée et 

l’immunité adaptative. Chacune de ces réponses fait intervenir les leucocytes, cellules 

spécialisées issues de la lignée hématopoïétique et dites immunocompétentes. Ainsi, parmi 

les leucocytes, on retrouve, les cellules myéloïdes (polynucléaires, macrophages, cellules 

dendritiques) et les cellules lymphoïdes (lymphocytes, natural killer). Par cette mobilisation 

cellulaire parfaitement orchestrée, la réaction inflammatoire aura normalement un effet 

bénéfique en éradiquant l’élément étranger. 

Cependant, dans un contexte tumoral, le système immunitaire est détourné au profit 

du développement tumoral. Il en résulte ainsi, un dysfonctionnement des cellules 

inflammatoires qui favorisent l’immunosuppression et le développement tumoral. 

 

I.2 Inflammation et tumeur : l’échappement tumoral 

Le premier lien entre cancer et inflammation date de 1863, lorsque Rudolf Virchow a 

décrit l’infiltration de leucocytes dans une tumeur. C’est seulement 100 ans plus tard que la 

théorie de l’immunosurveillance face aux cancers a été introduite par Burnet et Thomas 

(Burnet, 1971; Thomas, 1982). Cette hypothèse repose sur la reconnaissance des cellules 

tumorales et notamment des antigènes de tumeur par le système immunitaire de l’hôte, afin 
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d’éliminer ces cellules. Bien que ce concept fut grandement controversé, l’implication du 

système immunitaire a été finalement mis en évidence avec l’utilisation de souris 

transgéniques immunodéficientes : ces dernières développant plus facilement des tumeurs 

après injection de cellules cancéreuses que les souris immunocompétentes. Il semblerait 

toutefois, que cette défense immunitaire soit insuffisante pour éliminer la tumeur. En effet, 

cette immunosurveillance requiert la présence d’antigènes spécifiques de la tumeur afin de 

stimuler l’immunité de l’hôte. Or, bien que certains antigènes soient spécifiques de la tumeur, 

une grande partie de ceux-ci émanent de mutations génétiques. Ainsi, ces antigènes peuvent 

présenter des similitudes structurelles avec les antigènes du soi, ce qui conduit alors au 

phénomène de tolérance immunitaire.  

Par ailleurs, la tumeur met en place différentes stratégies pour échapper au système 

immunitaire, c’est le concept d’«immunoediting » (Figure 58). Ce concept repose sur le 

fondement des 3E : Elimination, Equilibre et Echappement (van der Burg et al., 2016).  

 La première phase est l’élimination (Figure 58-1), les cellules tumorales sont éliminées 

grâce à l’immunosurveillance qui reste active. L’apparition d’antigènes tumoraux stimule la 

réponse immunitaire avec le recrutement de cellules inflammatoires comme les 

macrophages, les cellules dendirtiques, les lymphocytes et les natural killer. 

 Puis, la tumeur entre dans une phase d’équilibre (Figure 58-2), c’est une période 

durant laquelle la tumeur n’est pas visible en clinique et les cellules tumorales sont en 

dormance. Le système immunitaire de l’hôte contient les cellules tumorales sans toutefois 

éliminer la tumeur car d’autres cellules tumorales continuent de proliférer. C’est notamment 

pendant cette phase d’équilibre que les cellules tumorales mettent en place des mécanismes 

pour échapper au système immunitaire qui constitue la troisième et dernière étape de 

l’immunoediting.  

 C’est au cours de cette phase que les cellules tumorales vont échapper (Figure 58-3) 

au système immunitaire après avoir sélectionné des clones non-immunogènes, suite par 

exemple à une perte d’expression d’antigènes tumoraux. Par ailleurs, les cellules tumorales 

développent des mécanismes d’immunosuppression en sécrétant des interleukines 

impliquées dans le recrutement de cellules immunosuppressives. La tumeur échappe ainsi à 
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l’immunosurveillance et réinitialise sa croissance. L’échappement à l’immunité fait partie 

intégrante des « Hallmarks of cancer » (Hanahan and Weinberg, 2000). 

 

 

Le cerveau et le SNC de façon générale, possèdent un statut inflammatoire dit 

« privilégié » grâce à la présence de la BHE. En effet, la BHE est considérée comme une barrière 

immunitaire en isolant et en limitant les échanges entre le SNC et le reste de l’organisme. 

Cependant, avec la découverte récente d’un système lymphatique cérébral ainsi que la mise 

en évidence d’une infiltration leucocytaire dans le cerveau, ce principe d’organe 

immunoprivilégié est remis en question (Engelhardt, 2006; Louveau et al., 2015).  

Figure 58 : Concept d'immunoediting 

1 : La phase d’élimination : le système immunitaire détruit les cellules tumorales. 2 : La phase 
d’équilibre : les cellules tumorales s’adaptent au système immunitaire. 3 : La phase d’échappement :  
le système immunitaire est dépassé, il ne peut plus à éliminer les cellules tumorales. (D’après van der 
Burg et al., 2016). 
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Dans le contexte du GB, où la BHE est altérée et la vascularisation « réactivée », le 

statut inflammatoire est grandement modifié. En effet, les GB sont décrits comme des 

tumeurs très inflammatoires, avec un recrutement et une colonisation massive de cellules du 

système immunitaire (Figure 59). Parmi ces cellules inflammatoires, on retrouve environ 45 % 

de microglie/macrophages, 30 % de lymphocytes, 10 % de cellules myéloïdes suppressives et 

10 % de cellules dendritiques (Charles et al., 2011; Hussain et al., 2006; Raychaudhuri et al., 

2011). 

 

II.1 Le recrutement des cellules inflammatoires. 

 Via les cellules tumorales 

Le recrutement des cellules inflammatoires dans la tumeur est régulé par de nombreux 

facteurs comme les chimiokines et les cytokines (Yeung et al., 2013).  

 Les cytokines sont généralement sécrétées par les cellules inflammatoires. Toutefois, 

ces cytokines sont également synthétisées et sécrétées par les cellules de GB. Les cellules de 

GB sécrètent tant des cytokines pro-inflammatoires comme les IL-1, IL-6 et IL-8 que de 

cytokines immunosuppressives telles que l’IL-10 et le TGF- (Brat et al., 2005; Qiu et al., 2011; 

Yeung et al., 2013). 

Figure 59 : Représentation schématique de la proportion des cellules inflammatoires 
retrouvées dans les glioblastomes 

(D’après Charles et al., 2011; Hussain et al., 2006; Raychaudhuri et al., 2011). 
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 Les chimiokines, sont des cytokines qui exercent un effet chimiotactique et permettent 

par un gradient de concentration, le recrutement des cellules inflammatoires. Plusieurs 

chimiokines sont sécrétées par les cellules de GB afin de faciliter le recrutement des cellules 

inflammatoires. On retrouve parmi celles-ci : SDF-1, MCP-1 (monocyte chemoattractant 

protein-1), MCP-3, (ou MIP pour macrophage inflammatory protein) et CSF-1 (colony 

stimulating factor-1) (Barbero et al., 2003; Curran et al., 2011; Hattermann et al., 2014; Ishii 

et al., 1998; Leung et al., 1997). Le VEGF ou encore l’Ang-2, sont également considérées, dans 

certaines circonstances, comme des chimiokines.  

Il faut noter que certaines de ces cytokines et chimiokines, outre leurs actions sur le 

recrutement des cellules inflammatoires, influencent et activent les cellules endothéliales par 

l’intermédiaire des IL-1 et IL-6 notamment (Mantovani et al., 1992). 

 

 Via la vascularisation 

En réponse aux stimuli pro-inflammatoires, les cellules endothéliales présenteront à 

leurs membranes les molécules d’adhésion indispensables au recrutement leucocytaire.  

 Ce processus multi-étapes, nécessite dans un premier temps, l’activation des cellules 

endothéliales par les cytokines (Figure 60-1). Ces cellules surexpriment alors à leur surface, 

les molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1, P-Sélectine et E-Sélectine (Szmitko et al., 2003). 

De plus, l’activation des cellules endothéliales leur permet de sécréter à leur tour de l’IFN- γ 

(interféron ), de l’IL-1 et du TNF afin d’exercer un rétrocontrôle positif sur l’activation des 

cellules endothéliales (Huang et al., 2012). 

 La seconde étape permet la reconnaissance des leucocytes par les cellules 

endothéliales (Figure 60-2). Durant cette étape, les cellules inflammatoires, se lient aux 

cellules endothéliales via l’interaction de la PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) située sur 

les leucocytes, avec les molécules E-Sélectine et P-Sélectine endothéliales (Weninger et al., 

2014). Après cette phase de reconnaissance, les leucocytes initient une phase de rolling et 

d’adhésion à la paroi vasculaire via les molécules ICAM-1 et VCAM-1 (Ley et al., 2007).  

 Enfin, l’étape d’extravasation ou diapédèse (Figure 60-3) est facilitée par une BHE 

altérée mais aussi par la libération des facteurs perméabilisants que sont le VEGF, l’Ang-2, le 

TNF- ou l’IL-6. De plus, l’interaction des leucocytes avec les cellules endothéliales modifie la 
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stabilité de l’endothélium rendant ce dernier plus perméable aux cellules inflammatoires 

(Goswami and Vestweber, 2016).  

 

 

 Via l’hypoxie  

Le mécanisme de recrutement des cellules inflammatoires sera potentialisé en 

réponse à l’hypoxie. D’un point de vue mécanistique, l’hypoxie augmente l’expression des 

molécules d’adhésion comme ICAM-1 par les cellules endothéliales (Winning et al., 2010). De 

plus, dans ces conditions, les cellules tumorales et endothéliales surexpriment de nombreuses 

chimiokines impliquées dans le recrutement des cellules inflammatoires telles que le SDF-1, 

l’endothéline-2, la sémaphorine-3A, la periostine ainsi que le VEGF et l’Ang-2 (Burger and 

Kipps, 2006; Chanmee et al., 2014; Murdoch et al., 2004; Zagzag et al., 2008).  

Si l’hypoxie est un stimulus majeur du recrutement des macrophages, cette condition 

environnementale participe également à séquestrer ces cellules dans la tumeur en inhibant 

Figure 60 : Représentation de l'infiltration leucocytaire à travers l'endothélium 

L’infiltration leucocytaire est un processus multi-étapes. 1 : Les cytokines libérées par les cellules tumorales vont 
activer les cellules endothéliales afin que ces cellules expriment des molécules d’adhésion. 2 : Les leucocytes 
circulants vont rouler sur l’endothélium et adhérer à celui-ci via l’interaction entre le ligand de la P-sélectine 
(PSGL-1) et la P-Sélectine. 3 : Les leucocytes, attirés par un gradient de chimiokines, vont migrer par diapédèse 
entre les cellules endothéliales. (D’après Weninger et al., 2014). 
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leur motilité. En effet, l’hypoxie active la protéine MKP-1 (Mitogen-activated protein kinase 

phosphatase) qui a son tour inactive les voies de signalisation Erk1/2 et p38/MAPK impliquées 

dans la migration des macrophages (Chanmee et al., 2014). 

Ainsi, la libération de chimiokines par les cellules tumorales et l’activation des cellules 

endothéliales sont des mécanismes indispensables au recrutement des leucocytes au niveau 

tumoral.  

Différents leucocytes seront recrutés dans les GB, dont certains vont promouvoir la 

croissance tumorale. Ces leucocytes sont les médiateurs cellulaires de l’immunité innée et 

adaptative.  

 

 

Les cellules de l’immunité innée interviendront en amont des cellules de l’immunité 

adaptative. Les cellules dites phagocytaires appartiennent à cette première ligne de défense 

de l’organisme. Dans un contexte de tumeur ou d’inflammation dite stérile, les signaux de 

danger DAMPs sont reconnus par les récepteurs PRR (pattern recognition receptors) situés sur 

les cellules de l’immunité innée (Mogensen, 2009; Rubartelli et al., 2013). Ainsi, en réponse à 

cette reconnaissance, les cellules myéloïdes suppressives, les cellules dendritiques, les 

monocytes/macrophages sont recrutés dans le but d’éliminer les corps étrangers par des 

phénomènes de phagocytose et de lyse cellulaire (Gasteiger et al., 2017). Dans un contexte 

cérébral, l’immunosurveillance du parenchyme cérébral est renforcée par les cellules 

microgliales. 

 

III.1 La microglie/Les macrophages 

 La microglie 

La microglie, est considérée comme le macrophage résident du cerveau. Elle a été 

découverte en 1927 par Pio Del Rio Hortega. Ce chercheur espagnol a émis, quelques années 

plus tard, l’hypothèse d’une origine embryonnaire de cette microglie. Bien que discutée, cette 

hypothèse a été confirmée dans les années 2010 (Ginhoux and Merad, 2011). En effet, la 

microglie provient de l’hématopoïèse primitive, avec la colonisation dans le tube neural de 

précurseurs microgliaux issus du sac vitellin. Les précurseurs microgliaux se différencieront et 
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proliféreront pour former la microglie que l’on retrouve chez l’adulte (Ginhoux and Prinz, 

2015).  

En condition physiologique, la microglie est caractérisée par un petit soma et de 

nombreux et fins prolongements, permettant de « scanner » l’environnement cérébral 

(Figure 61). La microglie inactive se caractérise par les marqueurs CD45, Iba-1, CX3CR1 et CD14 

(Roesch et al., 2018).  

Lors de changements dans leur environnement (lésion, changement de concentration 

des composants du milieu extracellulaire, entrée de pathogènes...), les cellules microgliales 

s’activent. L’activation de ces cellules conduit à des modifications rapides de certaines de leurs 

propriétés. Cette réponse se caractérise généralement par un changement morphologique 

(Figure 61) (rétraction des prolongements, augmentation de la taille du soma) (Kvisten et al., 

2019), l’expression de nouvelles protéines, la sécrétion de facteurs pro- et 

anti-inflammatoires, une prolifération, la migration de ces cellules vers les sites lésés et une 

activité de phagocytose pour éliminer des débris cellulaires. Une nomenclature des formes 

d’activation microgliale a été proposée en se basant sur celle existante pour les macrophages 

périphériques : à savoir une activation classique ou de type M1 et une activation alternative 

ou de type M2 (Mantovani et al., 2002).  

  

Ces notions d’activation classique et alternative seront définies plus en détails dans la 

partie dédiée aux macrophages.  

Figure 61 : Aspect morphologique de la microglie 

Aspect morphologique des différents phénotypes de la microglie selon l’état d’activation de ces cellules 
observées après immunomarquage Iba-1. (D’après Kvisten et al., 2019). 



Introduction – Partie 4 : Le compartiment inflammatoire 

 

Page | 117 
 

 Les macrophages 

Historiquement, les macrophages ont été identifiés par Ilya Metchnikoff à la fin du XIXe 

siècle (1882), qui les a caractérisés comme des cellules capables de phagocyter. Les 

macrophages sont des cellules du système immunitaire innée, issus de la lignée myéloïde et 

retrouvés dans tous les tissus de l’organisme avec une dénomination différente selon l’organe 

dans lequel ils se trouvent.  

Ils participent grandement à l’immunité innée mais néanmoins, ils ont un rôle 

prépondérant dans l’activation de l’immunité adaptative ou acquise en jouant le rôle de 

cellule présentatrice d’antigène (CPA).  

Les macrophages sont caractérisés par leur diversité et leur plasticité. En effet, les 

macrophages s’adaptent à l’environnement en acquérant un phénotype particulier. Comme 

pour la microglie, deux grands phénotypes sont décrits pour ces cellules : les macrophages M1 

définis comme pro-inflammatoires et les macrophages M2 aux activités anti-inflammatoires. 

Ces phénotypes résultent de deux modes d’activation : 

o L’activation dite classique conduit au phénotype M1 (Figure 62A) 

Cette polarisation nécessite la présence de LPS (lipopolysaccharide), d’IFN-γ et de GM-CSF. Les 

macrophages M1 ainsi polarisés, sécrètent des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ 

le TNF-α ou encore l’IL-1β. Grâce à la libération de ces facteurs, les macrophages M1 stimulent 

les natural killer et les lymphocytes. Ainsi, les macrophages M1 sont impliqués dans la défense 

de l’organisme et à ce titre ont un rôle bénéfique. Ils se caractérisent par une forte expression 

de protéines du CMH-II (complexe majeur d’histocompatibilité) ; impliqué dans la 

reconnaissance des lymphocytes CD4), de CD80/CD86 (molécules de co-stimulation qui 

interviennent lors de l'activation des lymphocytes T) et de iNOS (inducible nitric oxyde 

synthase).  

o L’activation alternative conduit au phénotype M2 (Figure 62B) 

La polarisation des macrophages vers le phénotype M2 est obtenue, quant à elle, en réponse 

au CSF-1, à l’IL-4, l’IL-6, l’IL-10, l’IL-13 ou encore au TGF-β. Les macrophages M2 se 

caractérisent par la sécrétion de facteurs immunosuppresseurs comme l’IL-10, l’IL-1α et le 

TGF-β. De plus, ce phénotype anti-inflammatoire, exprime fortement les protéines du CMH-II, 

le CD206 ou MRC1 (mannose receptor c-type 1) ou encore l’Arg-1 (arginase-1). Néanmoins, 
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d’autres protéines permettent de discriminer les macrophages M2 des macrophages M1. 

Parmi les rôles attribués aux macrophages M2, on retiendra, qu’ils participent au remodelage 

tissulaire, et qu’ils sont immunosuppresseurs. 

 
Cette classification M1/M2 n’est toutefois pas figée. En réalité, cette notion de 

polarisation M1/M2 des macrophages recouvre un continuum d’états fonctionnels. Tout 

comme la microglie, les macrophages sont doués d’une plasticité importante, il a été montré 

qu’une repolarisation était possible aussi bien in vitro que in vivo (Kalish et al., 2015; Leblond 

et al., 2015; Pelegrin and Surprenant, 2009). Cette repolarisation est aussi nommée 

« rééducation » des macrophages et pourrait résulter de modifications de leur 

microenvironnement. 

 

 

 

Dans un contexte de tumeur cérébrale, la distinction entre les macrophages et la 

microglie activée reste difficile notamment car sous sa forme active, elle adopte une forme 

amiboïde similaire à celle des macrophages (Figure 61). Ainsi, dans un contexte de GB, le 

terme TAM (tumor-associated microglia/macrophages) permet d’inclure la microglie aux 

Figure 62 : Représentation du continuum de polarisation des macrophages 

A : L’activation classique conduit aux macrophages pro-inflammatoires M1. B : L’activation alternative permet la 
polarisation vers un phénotype anti-inflammatoire dit M2. 
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macrophages. Dans ces tumeurs, les macrophages retrouvés à proximité des vaisseaux ont 

une origine myéloïde dérivée de la moelle osseuse et constituent 85% des TAMs (Chen et al., 

2017; Mathivet et al., 2017). Les 15% restant d’origine microgliale sont, quant à eux, localisés 

dans la zone péri-tumorale (Chen et al., 2017).  

Nous décrirons de façon plus détaillée l’implication des TAMs dans les GB dans le 

chapitre V.2. de cette partie 4.  

 La seconde population de cellules inflammatoires quantitativement très présente dans 

les GB est représentée par les lymphocytes. 

 

III.2 Les lymphocytes 

Les lymphocytes appartiennent aux cellules de l’immunité adaptative. Ces cellules 

retrouvés dans les GB ou tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) représentent environ 30% des 

cellules immunitaires recrutées et sont principalement constitués de lymphocytes T. En effet, 

les lymphocyte B ne sont retrouvés que très rarement dans les GB (Martinez-Lage et al., 2019). 

Ces lymphocytes T renferment plusieurs sous-populations, toutefois, nous nous intéresserons 

aux populations les plus impliquées dans les GB, à savoir, les lymphocytes T auxiliaires (CD4) 

auxquels appartiennent les T régulateurs (Treg), les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) et les 

natural killer. 

 

 Généralités sur les lymphocytes T 

Lors d’une réaction inflammatoire, les lymphocytes T naïfs sont activés par les CPA tels 

les macrophages qui permettent de présenter les antigènes. Ces antigènes seront reconnus 

au niveau d’un récepteur membranaire caractéristique des lymphocytes T (dénommé TCR 

pour T cell receptor), toujours accompagné du cluster de différenciation CD3, ainsi que du CD4 

ou du CD8 suivant le lymphocyte considéré. Le CD4 exprimé par les lymphocytes CD4+ leur 

permet de reconnaître les molécules du CMH-II présentes à la surface des cellules 

présentatrices d’antigène. Le CD8 exprimé par les lymphocytes CD8+, leur permet de 

reconnaître les molécules du CMH-I présentes à la surface de cellules cibles. Ainsi, selon la 

protéine de CMH impliquée, les lymphocytes se différencient en lymphocytes CD4+ ou CD8+. 
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L’activation des lymphocytes T nécessite non seulement la reconnaissance par le 

récepteur T d’une protéine du CMH mais aussi un second signal délivré par différentes 

molécules de co-stimulation (CD28, OX40, ...) et enfin un signal cytokinique (Figure 63A). Afin 

de réguler cette activation, des molécules de co-stimulation inhibitrices, dont les principales 

sont le CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) et PD-1 (programmed cell death protein 1), 

sont secondairement induites sur les lymphocytes T. Ces deux protéines CTLA-4 (Figure 63B) 

et PD-1 (Figure 63C) vont, après interaction avec leurs ligands, inhiber différentes fonctions 

lymphocytaires T. A ce titre, elles constituent les points de contrôle ou checkpoints de la voie 

d’activation des lymphocytes T. 

 

Au cours d’une stimulation antigénique chronique, comme dans le cas des cancers, les 

lymphocytes T expriment des niveaux élevés de ces molécules de co-stimulation inhibitrices. 

Il en résulte une perte de la fonctionnalité de ces cellules et un état d’anergie ou d’épuisement 

(exhaustion) (Grabowski et al., 2020). 

Figure 63 : Représentation de l'activation lymphocytaire et des « immune checkpoints » 

A : L’activation d’un lymphocyte par une cellule présentatrice d’antigène (CPA) nécessite 3 signaux stimulateurs. 
B : Le premier immune checkpoint : la CPA peut induire l’anergie des lymphocytes via l’interaction du CD80/CD86 
avec le CTLA-4 exprimé par le lymphocyte et qui présente une affinité supérieure au CD28 pour le CD80/CD86. 
C : Le second immune checkpoint : dans la tumeur, le lymphocyte peut être inhibé par les cellules tumorales 
et/ou les macrophages via l’interaction du PD-L1/PD-1 qui constitue le second immune checkpoint. 
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Chacune des populations CD4+et CD8+ exercera des fonctions spécifiques :  

o Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires ou T helper activés, régulent la réponse immunitaire 

en stimulant la réponse effectrice des lymphocytes CD8+ et la réponse humorale des 

lymphocytes B. 

o Les lymphocytes CD8+ ou T cytotoxiques, activés par la reconnaissance 

TCR-Antigène-CMH-I, ont pour but principal l’élimination des cellules cibles par la voie des 

granzymes/perforines mais aussi par l’activation de l’apoptose dépendante du Fas/Fas ligand. 

 

 Lymphocytes T dans les glioblastomes 

Le pourcentage de lymphocytes CD4+ et CD8+ présents dans les GB est très variable 

selon les études. A titre d’exemple, selon Kim et al., la proportion de lymphocytes CD8+ est 4 

fois supérieure à celle des CD4+ alors que d’autres auteurs, décrivent l’inverse (Kim et al., 

2012; Martinez-Lage et al., 2019; Orrego et al., 2018). Cette divergence de résultats pourrait 

être le reflet de l’hétérogénéité des GB selon la classification transcriptomique. Il a été  

notamment rapporté que le sous-type mésenchymateux est le plus immunogène et le 

sous-type pro-neural le moins immunogène (Figure 64) (Martinez-Lage et al., 2019).  

 

La présence des lymphocytes T CD8+ ou T cytotoxiques, semble associée à une 

meilleure survie des patients porteurs de GB alors qu’inversement, les lymphocytes T CD4+ 

favoriseraient la progression tumorale (Han et al., 2014). Cet effet négatif des lymphocytes T 

CD4+pourrait être imputé aux lymphocytes T régulateurs.  

Figure 64 : Distribution des lymphocytes CD4 et CD8 selon le sous-type de glioblastome 

Quantification des lymphocytes CD4+ et CD8+ dans les GB selon la classification transcriptomique. (D’après 
Martinez-Lage et al., 2019). 
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III.2.2.1 Les lymphocytes T régulateurs 

Dans les GB, la population de lymphocytes CD4+ est constituée pour moitié d’une sous-

population de lymphocytes dénommés Treg (55 % de CD4+) (Andaloussi and Lesniak, 2006). 

Ces Treg sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription FoxP3+. 

Au cours de la réponse immunitaire, les Treg ont un rôle majeur car ils assurent le 

maintien de l'homéostasie : le rôle principal étant de réprimer l’activité des cellules de 

l’immunité lors d’une réaction auto-immune, soit en fin de réaction immunitaire. 

Dans le contexte du GB, ces Treg seront induits suite à la sécrétion d’IL-10 et/ou le 

TGF-β par les cellules tumorales. Ils auront alors la capacité d’élaborer différentes stratégies 

pour s’opposer aux effets les lymphocytes effecteurs CD4 et CD8. En effet, ces cellules, sont 

capables de sécréter des cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-β), de séquestrer l’IL-2 

nécessaire à la prolifération des lymphocytes T ou encore d’induire leur cytolyse (Shevach, 

2009). En d’autre termes, si l’infiltration des lymphocytes T au sein de la tumeur pourrait 

présager d’un bon pronostic, la présence non négligeable de lymphocytes 

immunosuppresseurs, Treg, fait que les lymphocytes CD4+ sont de fait associés à un mauvais 

pronostic (Han et al., 2014; Sayour et al., 2015). 

 

 

L’environnement tumoral, en particulier les cellules tumorales ainsi que les autres 

cellules impliquées dans l’immunité innée ou adaptative renforceront ce statut 

immunosuppresseur du GB. Parmi ces cellules inflammatoires, on retrouvera les MDSC 

(myeloid-derived suppressor cells), les cellules dendritiques et les natural killers. L’hypoxie 

optimisera également cet effet immunomodulateur négatif. 

 

IV.1 Influence des cellules myéloïdes suppressives 

Les cellules myéloïdes suppressives, comme leur nom l’indique sont d'origine 

myéloïde, comme les monocytes, les macrophages ou les cellules dendritiques mais elles 

possèdent des propriétés immunosuppressives. 
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Elles sont absentes en conditions physiologiques, mais sont retrouvées dans les 

tumeurs et notamment dans les GB (Raychaudhuri et al., 2011). Cette amplification est la 

conséquence d'une altération de l'hématopoïèse, c'est-à-dire de leur différenciation à partir 

de cellules précurseurs. En effet, la présence dans l’environnement tumoral des interleukines 

immunosuppressives, au-delà des effets décrits précédemment, inhibe également la 

maturation de la lignée myéloïde en favorisant ainsi la « différenciation » des précurseurs 

myéloïdes en MDSC et dont le recrutement au sein de la tumeur est facilité par le VEGF (Trikha 

and Carson, 2014; Yang et al., 2018). 

Les études cliniques menées sur les GB ont montré que les tumeurs infiltrées par un 

nombre élevé de MDSC étaient associées à un pronostic défavorable pour les patients (Alban 

et al., 2018). Dans ces tumeurs cérébrales, les MDSC exercent de puissants effets 

immunosuppresseurs en régulant l’activité des lymphocytes. En effet, les MDSC sont non 

seulement capables d’altérer la prolifération et la survie des lymphocytes T effecteurs mais 

aussi d’activer les cellules Treg par la sécrétion d’IL-10, de TGF-, d’Arg-1 et de NO (Gabrilovich 

and Nagaraj, 2009; Trikha and Carson, 2014). 

 

IV.2 Influence des cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques assurent la connexion entre l’immunité acquise et innée car 

elles appartiennent aux CPA. 

Dans les GB, elles représentent une faible proportion de cellules immunitaires 

recrutées. Mais, lorsqu’elles sont recrutées, tout comme pour les MDSC, l’environnement 

tumoral inhibe leur maturation ou favorise leur rôle immunosuppresseur. En effet, la 

signalisation du VEGF inhibe l’activité de NF-B, essentiel à la maturation des cellules 

dendritiques et induit une surexpression de la protéine PD-L1 (programmed death-ligand 1) 

sur ces cellules (Curiel et al., 2003; Oyama et al., 1998; Zong et al., 2016). 

Ce rôle immunosuppresseur des cellules dendritiques sera, en outre, renforcé par les 

cellules de GB. En effet, la sécrétion de TGF- par les cellules tumorales, permettra une 

libération secondaire d’IL-10 et de TGF- par les cellules dendritiques dont l’action mitogène 

sur les Treg contribuera à amplifier cette population cellulaire (Ghiringhelli et al., 2005). 
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IV.3 Influence des natural killer 

Les natural killer, au regard de leur développement à partir de progéniteurs 

lymphoïdes, appartiennent à la famille des lymphocytes. Tourfois, ces natural killer ne sont 

pas des lymphocytes car ces cellules n’expriment pas le marqueur de cellule T (CD3). L’objectif 

des natural killer est de lyser les cellules du « non soi » par la libération de granzyme/perforine 

ou par la présentation du Fas-ligand, impliqué dans la mise en place de l’apoptose des cellules 

cibles (Caligiuri, 2008). En condition physiologique, la présence des protéines du CMH-I sur les 

cellules saines « du soi », inhibe l’activité des natural killer. Ce mécanisme se nomme « missing 

self » (Kärre, 2008).  

Dans un contexte de GB, les cellules natural killer seront également inhibées par les 

cellules tumorales. En effet, les GB ont la particularité, contrairement aux gliomes de grade 

inférieur, d’exprimer une protéine particulière du CMH-I, dénommée HLA-E (human leukocyte 

antigen), qui inhibe l’activité lytique des natural killer (Mittelbronn et al., 2007). 

Cet effet d’inhibition des natural killer exercé par les cellules tumorales sera renforcé 

par les conditions environnementales en faveur d’un environnement immunosuppresseur 

avec la présence de TGF-, de cyclooxygènase ou encore de prostaglandine E2 (Böttcher et 

al., 2018). 

 

IV.4 Influence de l’hypoxie 

Le statut hypoxique des GB exercera également une pression de sélection sur ces 

lymphocytes, en réduisant non seulement la prolifération des lymphocytes mais aussi en 

favorisant la différenciation des lymphocytes CD4+ en cellules Treg CD4+/FoxP3+ (Hasmim et 

al., 2014). De plus, l’hypoxie et la stabilisation de HIF-1 dans les MDSC entraîneraient la 

différenciation de ces cellules immatures en macrophages immunosuppresseurs (Corzo et al., 

2010).  

 

IV.5 Autres mécanismes immunotolérants 

D’autres processus contribueront également à renforcer le dysfonctionnement de la 

réponse immunitaire adaptative au sein des GB. Notamment, car un statut 

d’immunotolérance des GB s’instaurera également lors de l’ontogénie des gliomes. En effet, 
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les macrophages recrutés mais aussi les cellules tumorales, elles-mêmes, surexprimeront les 

protéines PD-L1, qui en interagissant avec le récepteur PD-1 présent sur les lymphocytes, 

consolideront l’anergie des lymphocytes effecteurs CD4+ et CD8+ (Gabrusiewicz et al., 2018; 

Nduom et al., 2016). 

De plus, une lymphopénie des cellules T est également rapportée chez des patients 

porteurs de GB. Cette lymphopénie, bien souvent attribuée aux effets des traitements, est 

aussi le fait des cellules tumorales. Les lymphocytes T seraient séquestrés dans la moelle 

osseuse suite à une perte d’expression de S1P1 (sphingosine-1-receptor 1) au niveau des 

lymphocytes. Cette séquestration des lymphocytes T dans la moelle osseuse serait imposée 

par la tumeur et contribuerait au dysfonctionnement de la réponse immunitaire dans ce 

contexte pathologique (Chongsathidkiet et al., 2018). 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, la croissance des GB s’accompagne 

d’un recrutement et une colonisation massive de lymphocytes et de macrophages. Ces 

macrophages, dénommés TAMs, prendront une part prépondérante à la croissance des GB 

(Hambardzumyan et al., 2016). 

 

 

Les TAMs sont retrouvés en grande quantité dans les GB (Carvalho da Fonseca and 

Badie, 2013). En effet, il a été démontré que la proportion de TAMs augmente avec le grade 

des gliomes (Figure 65A) et que la présence de ces TAMs était associée à un mauvais pronostic 

et à une survie plus courte des patients porteurs de GB (Lu-Emerson et al., 2013; Prosniak et 

al., 2013; Vidyarthi et al., 2019). Cette observation clinique pourrait s’expliquer par une 

présence plus importante de macrophages de phénotype M2. En effet, ces macrophages 

immunosuppresseurs sont considérés comme pro-tumoraux et ont été associés à un mauvais 

pronostic (Figure 65B) (Prosniak et al., 2013; Vidyarthi et al., 2019). Au contraire, les 

macrophages M1 en tant qu’immunostimulateurs sont considérés, quant à eux, comme 

bénéfiques et anti-tumoraux et leur présence atteste d’un meilleur pronostic pour ces 

patients (Zeiner et al., 2015).  
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L’environnement des GB serait donc propice à une polarisation des macrophages en 

phénotype M2. 

 

V.1 Polarisation des TAMs : les glioblastomes, un environnement favorable au phénotype 

M2 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, la polarisation des macrophages peut 

résulter de modifications de leur microenvironnement. 

Les cellules tumorales en sécrétant certains facteurs, sont les principaux acteurs de 

cette polarisation (Figure 67-1). Dans les GB, l’implication du CSF-1 et du TGF-1 dans ce 

processus de polarisation a été confirmée (Cui et al., 2018; Komohara et al., 2008). D’autres 

facteurs solubles tels que le MCP-1, le SDF-1, l’EGF ou encore le VEGF, ont également montré 

Figure 65 : Macrophages et glioblastomes 

A : Immunomarquage sur des coupes de biopsies de patients atteints de gliome de bas grade et de GB. Le 
marqueur CD68 permet d’identifier la microglie et les macrophages. (D’après Vidyarthi et al., 2019). B : courbe 
de survie des patients porteurs de GB selon l’expression de macrophages de phénotype M2 caractérisé par 
l’expression du CD163. (D’après Prosniak et al., 2013). 
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un rôle dans la polarisation des TAMs vers un phénotype M2 (Hambardzumyan et al., 2016; 

Roesch et al., 2018; Sielska et al., 2013; Wheeler et al., 2018). Récemment, il a été proposé 

que les cellules de GB mais aussi les CSG pouvaient utiliser la voie des exosomes afin de 

véhiculer ces différentes molécules à destination des TAMs (Gabrusiewicz et al., 2018; Vrij et 

al., 2015).  

L’hypoxie, indissociable du GB, contribuera non seulement au recrutement des cellules 

inflammatoires mais également à la rééducation des macrophages en phénotype M2 

(Figure 67-2). En faveur de cette hypothèse, il a en effet été montré sur des modèles 

précliniques de GB, une co-localisation des TAMs M2 dans les régions hypoxiques de ces 

tumeurs, identifiées par des marqueurs de l’hypoxie comme le pimonidazole (Figure 66) 

(Chiang et al., 2012; Leblond et al., 2015). Par ailleurs, l’implication de l’hypoxie dans la 

rééducation des macrophages de phénotype M1 vers un phénotype M2 a été clairement 

démontré in vitro ; celle-ci ferait intervenir le facteur de transcription HIF-2 (Leblond et al., 

2015; Wang et al., 2018). 

 

V.2 Contribution des TAMs dans la croissance des glioblastomes 

Les TAMs, suivant le phénotype acquis, exercent des effets divergents sur le 

développement tumoral. Les macrophages M1, anti-tumoraux, inhibent la croissance 

tumorale. À l’inverse, les macrophages M2, qualifiés de pro-tumoraux et retrouvés en grande 

quantité dans les GB, favorisent la croissance de ces tumeurs. Outre les effets 

d’immunosuppresseurs, décrits précédemment, les macrophages M2 pourront agir sur la 

prolifération et la migration des cellules tumorales mais aussi l’angiogenèse.  

Figure 66 : Influence de l'hypoxie sur le phénotype des macrophages 

Les macrophages M2 identifiés par le marqueur Arginase-1 colocalisent avec les zones hypoxiques déterminées 
par le pimonidazole. (D’après Leblond et al., 2015). 
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 Les macrophages M2 contribuent à la croissance tumorale : 

o Le phénotype M2 soutient la prolifération (Figure 67-3) des cellules de GB par la 

sécrétion d’IL-10 et via la voie JAK2/STAT3 (Qi et al., 2016). De plus, ces macrophages ont 

également la capacité d’induire une forte production de polyamines impliqués dans la 

prolifération des cellules tumorales (Wang et al., 2018).  

o Les macrophages M2 facilitent aussi la migration (Figure 67-4) des cellules tumorales 

par la sécrétion de TGF-, MMP-2 et MMP-9 (Gjorgjevski et al., 2019; Liu et al., 2018b).  

o Enfin, les TAMs M2 renforcent l’échappement (Figure 67-5) de la tumeur au système 

immunitaire, par la sécrétion de TGF- et d’IL-10, impliqués dans le recrutement et l’activation 

des Treg et dans l’anergie des lymphocytes T effecteurs (Komohara et al., 2008; Wu et al., 

2010). De plus, les macrophages M2 surexpriment à leur surface la protéine Fas-Ligand et 

provoquent ainsi la mort des lymphocytes CD8+ suite à l’interaction Fas/Fas-L respectivement 

sur le lymphocyte et le macrophage M2 (Badie et al., 2001). 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, tout comme les cellules tumorales, 

les macrophages et en particulier les macrophages M2 présentent à leur surface la protéine 

PD-L1 contribuant ainsi à maintenir un environnement immunosuppressif. De façon 

intéressante, il est à noter que l’expression de PD-L1 sur les macrophages est régulée 

positivement par une boucle de régulation autocrine du VEGF (Lai et al., 2019). L’Ang-2 

présent dans l’environnement augmente également l’expression de PD-L1 sur les 

macrophages M2 et facilite ainsi un échappement de la surveillance immunitaire (Wu et al., 

2017).  

 

 Les macrophages M2 contribuent à la vascularisation :  

o Les TAMs retrouvés dans les zones périvasculaires assurent un dialogue avec les 

cellules endothéliales afin de stimuler la formation de nouveaux vaisseaux (Figure 67-6). Les 

TAMs M2 sécrètent de nombreux facteurs pro-angiogéniques dont l’IL-6, l’IL-1, le TGF-, le 

FGF, le PlGF, mais aussi le VEGF (Cui et al., 2018; Jetten et al., 2014; Zhu et al., 2017). Ce VEGF 

dérivé des macrophages prend une part importante dans l’angiogenèse tumorale. En effet, 

plusieurs études ont montré que l’inhibition du VEGF dans la lignée myéloïde se traduit par 

une diminution de la densité vasculaire au sein de la tumeur (Mathivet et al., 2017; Osterberg 

et al., 2016). 
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Par ailleurs, les macrophages participent indirectement à l’angiogenèse en favorisant 

la vasculogenèse, le mimétisme vasculaire ou encore la transdifférenciation des macrophages 

en cellules endothéliales, dépendante du VEGF (Fan et al., 2008; Hong et al., 2009; Scavelli et 

al., 2008; Yan et al., 2011).  

Renforçant ces données et illustrant le lien étroit entre cellules inflammatoires et 

cellules vasculaires, d’autres études ont mis en évidence des mécanismes pro-angiogéniques 

nécessitant des contacts intercellulaires entre macrophages M2 et cellules endothéliales par 

l’intermédiaire des voies Jagged-1/Notch-1, VEGF-R2/NRP-1 ou encore par l’activation des 

intégrines 53 (Cui et al., 2018; Fantin et al., 2010, 2013; Jetten et al., 2014). 

 
Au regard de toutes ces propriétés, les macrophages M2 sont considérés comme des 

macrophages immunosuppresseurs, pro-angiogéniques et pro-tumoraux. 

Ainsi, dans un contexte tumoral, un certain nombre d’études illustre l’existence d’un 

lien étroit entre l’inflammation et le compartiment vasculaire et leur régulation réciproque. 

Dans les GB, ce lien a été établi non seulement par la mise en évidence d’une régulation 

autocrine VEGF/VEGF-R2 sur les TAMs mais aussi par l’identification d’une sous-population de 

monocytes/macrophages caractérisée par la présence du récepteur aux Angiopoïétines, Tie-2. 

Figure 67 : Contribution des macrophages M2 dans la progression tumorale 

Les cellules de GB (1) mais aussi l’hypoxie (2) participent au recrutement et à la polarisation des macrophages de 
phénotype M2. Ces derniers vont contribuer à la croissance tumorale en favorisant la prolifération cellulaire (3), 
la migration cellulaire (4), l’immunosuppression (5) et enfin l’angiogenèse (6). 
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o Les TEMs (Tie-2 expressing monocyte/macrophage), identifiés dans les années 2000 

comme sous population de TAM surexprimant le récepteur Tie-2, ont été mis en évidence 

dans les GB, à proximité des vaisseaux tumoraux (De Palma et al., 2005; Murdoch et al., 2007; 

Venneri et al., 2007). Il a été notamment montré que ces TEMs étaient activés par l’Ang-2 

présente dans l’environnement tumoral et que cette stimulation s’accompagnait d’une 

augmentation de l’expression du marqueur CD206, un des marqueurs caractéristiques des 

macrophages M2 (Coffelt et al., 2010). Au vu de leurs caractéristiques moléculaires et 

cellulaires, les macrophages TEMs sont considérés comme de phénotype « M2 like ». A ce 

titre, tout comme les TAMs, les TEMs contrôlent l’environnement tumoral pour favoriser la 

croissance tumorale, notamment en agissant sur la vascularisation tumorale. 

 
Les TEMs participent grandement à l’angiogenèse tumorale. De fait, une étude de 

Venneri et al., a montré sur un modèle préclinique de GB humain, que la co-implantation de 

cellules de GB et de monocytes Tie-2+ induit une vascularisation tumorale plus riche que celle 

observée chez les animaux implantés avec un mélange de cellules tumorales/monocytes Tie-2- 

(Venneri et al., 2007). 

L’implication des TEMs dans l’angiogenèse a également été démontrée in vitro. A titre 

d’exemple, Coffelt et al, ont montré que le milieu conditionné issu de cultures de TEMs déposé 

sur des cellules HUVEC, favorise à la fois la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales, par comparaison au milieu conditionné issu de macrophages Tie-2-.La 

caractérisation du sécrétome de ces TEMs montrent que ces macrophages sont non 

seulement source de facteurs pro-inflammatoires (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, and IL-10) mais 

également de facteurs angiogéniques (MMP-9, VEGF, FGF2, COX-2, Wnt5a) par comparaison 

aux macrophages Tie-2- (Coffelt et al., 2010). 

Par ailleurs, en accord avec l’effet d’Ang-2 sur la polarisation des TEMs vers un 

phénotype M2 pro-angiogénique, la pré-incubation des TEMs en présence d’Ang-2, renforce 

la capacité du milieu conditionné issu de ces cultures à stimuler la prolifération et la migration 

des cellules HUVEC. Ces effets seraient dus à une surexpression préférentielle de deux facteurs 

angiogéniques que sont la thymidine phosphorylase et la cathepsine-B, consécutive à la 

stimulation par Ang-2 (Coffelt et al., 2010). 
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Les TEMs, tout comme les TAMs, participent également à maintenir un statut 

d’immunosuppression dans la tumeur. Cet état d’immunosuppression résulte d’une 

diminution de la prolifération des lymphocytes T effecteurs associée à une expansion des Treg 

suite à une surexpression de l’IL-10 dans l’environnement tumoral ; cette surexpression 

d’IL-10 étant stimulée par un effet autocrine de l’Ang-2 (présente dans l’environnement 

tumoral), sur les TEMs (Coffelt et al., 2010, 2011). Ainsi, l’ensemble des données 

préalablement exposées témoignent de l’implication du microenvironnement des GB dans le 

recrutement de cellules inflammatoires puis secondairement dans l’instauration d’une 

immunosuppression consécutive aux interactions entre ces différentes cellules.  

 
L’hypoxie, la vascularisation tumorale, caractéristiques des GB, sont des éléments clés 

du recrutement des cellules inflammatoires. Bien qu’un certain nombre de cytokines et de 

chimiokines participent à ce recrutement, les données précédemment décrites attestent 

d’une contribution non négligeable du VEGF et l’Ang-2. En effet, ces molécules, sécrétées par 

les cellules tumorales, les cellules endothéliales mais aussi les macrophages, participent non 

seulement à l’évolution de la vascularisation tumorale mais aussi à l’évolution du statut 

inflammatoire des GB. Le VEGF et l’Ang-2, en activant les cellules endothéliales seront 

responsables du recrutement des cellules inflammatoires dont les macrophages. Ces deux 

cytokines favoriseront également leur polarisation en phénotype M2. L’enrichissement du 

microenvironnement en ces deux populations de TAM M2 et de TEM M2 like contribuera à 

instaurer un environnement immunosuppresseur dans les GB. 

 
En résumé, le VEGF et l’Ang-2, dont l’expression est modulée par l’hypoxie, sont des 

médiateurs moléculaires majeurs de l’intercommunication entre le compartiment tumoral, 

vasculaire et inflammatoire au cours de la croissance des GB (Figure 68). Toutefois, le 

compartiment inflammatoire, tout comme le compartiment vasculaire fait partie intégrante 

de la tumeur, et sera atteint par les traitements de CT et RT. Nous nous focaliserons dans la 

prochaine partie sur les macrophages et les lymphocytes, qui sont les cellules inflammatoires 

les plus représentées au sein des GB. 
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Figure 68 : Le VEGF et l'Ang-2, des modulateurs clés dans la croissance tumorale 

Le VEGF et l’Ang-2, produit par les cellules tumorales mais aussi les macrophages, vont agir sur le compartiement 
vasculaire en favorisant l’angiogenèse (1) et l’activation endothéliale qui facilite le recrutement des cellules 
inflammatoires (2). De plus, le VEGF et l’Ang-2 vont influer sur le compartiment inflammatoire et favoriser 
l’immunosuppresion aussi bien sur les cellules de l’immunité innée (3) et l’immunité adaptative (4).  
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VI.1 Effet de la radiothérapie sur le compartiment inflammatoire 

 Macrophages et radiothérapie 

Bien que chez les patients, l’inflammation soit un des évènements indésirables et 

secondaires à une irradiation cérébrale, les effets de la RT sur les macrophages n’ont été 

étudiés que très récemment à l’échelle préclinique. Il a ainsi été confirmé qu’une irradiation 

du tissu tumoral favorise le recrutement de monocytes/macrophages, y compris dans les GB 

et que ce recrutement était la conséquence de la libération des chimiokines MCP-1 et SDF-1 

mais également de l’augmentation de la perméabilité vasculaire au niveau tumoral (Cho et al., 

2019; Kioi et al., 2010; Kozin et al., 2010; Stafford et al., 2016; Ungvari et al., 2013).  

Toutefois, ces cellules inflammatoires ne seront que peu sensibles à la RT. Les 

monocytes et les macrophages sont effectivement considérés comme des cellules 

radiorésistantes. Cette radiorésistance intrinsèque est en partie due à la présence de 

nombreux systèmes anti-oxydants qui, en s’opposant aux ROS générés par les RI, limitent les 

dommages à l’ADN au sein de ces cellules (Falcke et al., 2018; Hachiya et al., 1997). De plus, 

ces cellules qui prolifèrent peu, seront peu sensibles à la RT plus efficace sur les cellules à 

prolifération rapide. 

Bien que ces cellules soient décrites comme radiorésistantes, une diminution de la 

population des TAMs présents dans les GB a été rapportée après traitement par RT (Leblond 

et al., 2017). Toutefois, Leblond et al., ont montré sur un modèle de GB exposé à une 

irradiation de 12 Gy, que les macrophages de phénotype M2 seraient plus radiorésistants que 

les macrophages M1 (Leblond et al., 2017). Cet enrichissement en macrophages M2 pourrait 

être dépendant de la dose d’irradiation utilisée.  

 

 En effet, en réponse à de fortes doses (dose totale délivrée > 10 Gy) fractionnées ou 

non, l’irradiation favorise la présence de macrophages de phénotype M2 dans différents 

modèles de tumeurs, y compris les GB (Leblond et al., 2017; Okubo et al., 2016; Seifert et al., 

2016). Deux processus pourraient être à l’origine de cette observation :  
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o La radiorésistance du phénotype M2 comme le suggère l’étude de Leblond et al., 

(Leblond et al., 2017). 

o La rééducation des macrophages. En effet, des études in vitro ont mis en évidence une 

rééducation des macrophages du phénotype M1 vers un phénotype M2 après une irradiation 

à 20 Gy (Crittenden et al., 2012).  

 

 En réponse à de faibles doses (dose totale délivrée < 10 Gy), à l’inverse, les 

macrophages M1 seraient les plus représentés au sein du tissu tumoral irradié, y compris dans 

les GB (Klug et al., 2013; Stessin et al., 2020). Ces résultats ont été confirmés in vitro 

puisqu’une augmentation d’expression des marqueurs M1 (iNOS, TNF, HLA-DR, CD86) a été 

observée après irradiation de macrophages non différenciés (Hildebrandt et al., 2003; Teresa 

Pinto et al., 2016).  

Ces données suggèrent que suite à de faibles doses de RT, l’inflammation 

intratumorale soit « bénéfique » puisque le phénotype M1 serait le plus représenté au sein 

des TAMs. A l’inverse, une irradiation à fortes doses induirait un environnement 

inflammatoire pro-tumoral en favorisant la présence des macrophages M2, 

immunosuppresseurs. 

Cette inflammation post-RT pourrait également, par la présence de ces macrophages 

M2, contribuer à restaurer un environnement pro-angiogénique notamment via un processus 

de vasculogenèse. En effet, comme nous l’avons décrit précédemment dans le manuscrit, les 

cellules progénitrices endothéliales mais aussi les cellules MDSC, les monocytes Tie-2+ et les 

TAMs, sont souvent observés dans les régions périvasculaires ou co-localisés avec des cellules 

endothéliales. Ces cellules se sont avérées être des éléments clés de la stabilisation du réseau 

vasculaire dans le GB après irradiation. En effet, Kioi et al., ont montré que l’inhibition 

pharmacologique de la voie SDF-1/CXCR4 limite principalement le recrutement des 

monocytes CD11b+ ainsi que le développement post-irradiation d’une vascularisation 

tumorale fonctionnelle empêchant ainsi la récidive tumorale (Kioi et al., 2010). 
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 Lymphocytes et radiothérapie 

Les lymphocytes, comme les macrophages, sont recrutés en réponse à la RT. Ce 

recrutement est facilité par le remodelage vasculaire induit par la RT. Comme nous l’avons 

décrit dans le chapitre précédent, l’activation des cellules endothéliales post-RT a pour 

conséquence la surexpression des protéines d’adhésion telles que VCAM-1, ICAM-1 et la 

E-Sélectine (Lugade et al., 2008; Ungvari et al., 2013). De plus, la sénescence SASP 

radio-induite des cellules tumorales et/ou endothéliales peut contribuer également au 

recrutement de lymphocytes via la sécrétion de CXCL1 et CXCL2 (Gonzalez-Meljem et al., 

2018).  

Contrairement aux macrophages, les lymphocytes sont des cellules très sensibles à la 

RT comme en témoigne la lymphopénie observée chez les patients traités par RT (Kleinberg 

et al., 2019). Cependant malgré la radiosensibilité des lymphocytes T, la population de cellules 

Treg présente une certaine radiorésistance permettant le maintien d’un environnement 

immunosuppresseur après RT (Kachikwu et al., 2011). 

 

VI.2 Effet de la chimiothérapie sur le compartiment inflammatoire 

 Macrophages et témozolomide 

Très peu d’études se sont intéressées aux effets de la CT sur les macrophages. Il a 

toutefois été montré que les macrophages mais aussi les cellules dendritiques étaient 

résistantes au TMZ, contrairement aux monocytes circulants, dont les systèmes de réparations 

à l’ADN sont altérés (Bauer et al., 2012; Briegert and Kaina, 2007). En revanche, et de façon 

intéressante, les macrophages acquièrent un phénotype immunosuppresseur M2-like dès lors 

qu’ils sont en présence de cellules tumorales résistantes au TMZ (Azambuja et al., 2017). Ces 

effets pourraient être qualifiés d’effets bystander exercés par les cellules tumorales et 

potentiellement à l’origine d’une récurrence de la tumeur post-traitement. 

 

 Lymphocytes et témozolomide 

Les observations pré-cliniques révèlent une lymphodéplétion chez les animaux 

porteurs de GB et traités par TMZ. Cette lymphodéplétion affecte aussi bien les lymphocytes 

T effecteurs que les lymphocytes Treg (Banissi et al., 2009). Toutefois, chez les patients 
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porteurs de GB, bien qu’une lymphopénie soit observée, la proportion de cellule Treg se 

trouve, quant à elle, augmentée après le traitement conventionnel de CT et RT (Fadul et al., 

2011). 

 

 

Les traitements des cancers ont considérablement évolué ces dernières années. 

Initialement dédiés à éradiquer les cellules cancéreuses par CT et/ou RT, l’arsenal 

thérapeutique s’est depuis enrichi en thérapies ciblées auxquelles appartiennent 

l’immunothérapie. Pour les GB, les anti-angiogéniques associés aux traitements 

conventionnels n’ayant pas été à la hauteur des attentes, les recherches se sont récemment 

tournées vers l’immunothérapie. En effet, comme nous venons de le décrire, la croissance de 

ces tumeurs bien que cérébrale, s’accompagne d’une réaction inflammatoire. Toutefois, 

celle-ci est soit insuffisante, soit inadaptée, laissant penser qu’il pourrait être utile de la 

modifier afin de la rendre efficace.  

Les stratégies d’immunothérapie les plus répandues reposent sur des approches dites 

« passives ou actives ».  

 

VII.1 L’immunothérapie passive  

L’immunothérapie passive consiste à injecter des cellules ou des molécules du système 

immunitaire qui ont été produites en laboratoire et qui ont une action directe sur les cellules 

tumorales.  

 Parmi les immunothérapies passives, on retrouve les anticorps thérapeutiques dirigés 

contre les cellules tumorales. Idéalement, l’expression de l’antigène reconnu par l’anticorps 

devrait être restreinte aux cellules tumorales. Toutefois, comme mentionné précédemment, 

la difficulté est d’identifier des antigènes tumoraux. C’est pourquoi, peu d’anticorps 

anti-tumoraux sont évalués actuellement dans un contexte de GB.  

 Les cellules CAR-T (chimeric antigen receptor T cell) constituent une nouvelle forme 

d’immunothérapie passive en plein développement. Cette thérapie repose sur la modification 

des lymphocytes T du patient afin que ceux-ci puissent exprimer un récepteur chimérique 

spécifique d’antigènes tumoraux. Depuis que leur efficacité a été démontrée pour traiter des 
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patients leucémiques, le bénéfice thérapeutique de ces cellules est évalué dans de nombreux 

autres cancers (Maus and Levine, 2016). Dans le contexte du GB, différentes cellules CAR-T 

ont été développés avec pour cible l’EGF-RvIII, l’IL-13-R2 ou encore l’HER-2 (Migliorini et al., 

2018). Les études précliniques sur le modèle de GB immunocompétent GL261 ont montré 

effectivement des résultats prometteurs avec une amélioration de la survie en réponse à une 

injection de cellules CAR-T-IL-13R2 et même une régression totale de la tumeur après 

l’inoculation de cellules CAR-T-EGF-RvIII (Chen et al., 2019; Pituch et al., 2018). Les premiers 

résultats des essais cliniques en cours se montrent intéressants avec une diminution de 

volume tumoral suite à l’administration de cellules CAR-T-IL-13-R2 (Brown et al., 2016). 

Récemment, ce type de stratégies a également été appliquée aux cellules natural killer 

(Burger et al., 2019). 

 

VII.2 L’immunothérapie active 

L’immunothérapie active a pour objectif d’activer le système immunitaire du patient. 

Plusieurs modalités de traitement ont été proposées afin de réactiver la réponse 

inflammatoire dans les GB.  

 Parmi les immunothérapies actives, on retrouve la vaccination. Le but de cette 

vaccination est d’inoculer aux patients des antigènes spécifiques de la tumeur afin de stimuler 

la réponse immunitaire contre les cellules tumorales qui présentent ces antigènes. Dans le 

contexte des GB, plusieurs essais cliniques ont été développés dans ce sens. Toutefois, ces 

vaccins, malgré un large ciblage d’antigènes tumoraux, n’ont pas montré de bénéfice sur la 

survie des patients (Rampling et al., 2016).  

 Une approche alternative à la vaccination a consisté à inoculer des cellules 

dendritiques autologues générées à partir d’un lysat tumoral du patient (Bregy et al., 2013; 

Prins et al., 2011). Cette approche semble prometteuse puisqu’elle a permis d’augmenter la 

médiane de survie des patients atteints de GB, associée à une augmentation de LT CD8+ dans 

la tumeur (Prins et al., 2011).  

 
Bien qu’encourageants, les résultats de ces études cliniques suggèrent cependant que 

pour optimiser l’efficacité de ces immunothérapies dans le contexte des GB, il pourrait être 
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envisager de développer des approches personnalisées afin de prendre en compte la 

variabilité interindividuelle de l’expression des antigènes tumoraux. 

 

 L’administration de cytokines immunostimulatrices a été également testée dans les 

GB. Par comparaison aux approches décrites précédemment, cette modalité 

d’immunothérapie est dite non spécifique dans le sens où elle s’appuie sur la stimulation 

générale du système immunitaire sans être capable de cibler spécifiquement la tumeur. 

L’injection de cytokines telles que l’IL-2 ou encore l’IL-12 dans un modèle préclinique de GB 

induit une diminution du volume tumoral associée à une augmentation des lymphocytes dans 

le cœur tumoral (Qiao et al., 2018; Vetter et al., 2009). Les premiers essais cliniques, bien que 

réalisés sur une faible cohorte de patients, se sont montrés efficaces avec l’IL-2 (Colombo et 

al., 2005; Kruse et al., 1997). Toutefois, des effets secondaires sont souvent rapportés en 

raison du large spectre d’action de ces cytokines sur le système immunitaire (Dillman, 2011) 

 Plus récemment, le bénéfice thérapeutique obtenu dans certains cancers avec des 

nouvelles approches ciblant les points de contrôle immunitaires que sont PD-1/PD-L1 et 

CTLA-4, ont redonné de l’espoir pour les GB. 

Cette approche d’immunothérapie est basée sur l’administration d’anticorps 

immunomodulateurs ciblant les interactions CTLA-4/CD80-86 ou PD-1/PD-L1. Le blocage de 

ces interactions doit lever l’anergie des lymphocytes présents dans ces tumeurs, et ainsi 

réactiver les lymphocytes effecteurs. 

Pour les GB, plusieurs études précliniques utilisant ces stratégies d’inhibition de 

checkpoint ont obtenu des résultats encourageants puisque la survie des animaux est 

augmentée en présence d’anti-PD-1 ou d’anti-CTLA-4 (Saha et al., 2017; Stessin et al., 2020; 

Tacchio et al., 2019). Ces résultats prometteurs ont permis d’envisager différents essais 

cliniques de façon à évaluer l’efficacité de ces anticorps anti-checkpoint administrés soit en 

monothérapie soit en combinaison avec d’autres traitements (Weller et al., 2017). En effet, 

les études précliniques ont montré l’intérêt d’associer les immunothérapies aux thérapies 

conventionnelles ou encore aux thérapies anti-angiogéniques. Par exemple, l’utilisation 

d’anti-angiogéniques (ciblant le VEGF et l’Ang-2) permet de normaliser la vascularisation et 

améliore ainsi la biodistribution de l’immunothérapie (Tacchio et al., 2019). De façon 

intéressante et encourageante, l’association de l’anti-PD-1 à la RT et/ou à la CT (TMZ) 
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augmente considérablement la survie des animaux porteurs de GB (Dai et al., 2018; Stessin et 

al., 2020). 

 
Si une certain nombre d’approches d’immunothérapie ciblent les lymphocytes, 

d’autres s’intéressent aux macrophages. Rappelons que ces cellules représentent la 

population de cellules inflammatoires qui quantitativement est la plus présente dans 

l’environnement tumoral. Par ailleurs, comme nous l’avons décrit précédemment, lorsque ces 

TAMs adoptent un phénotype M2 ceux-ci sont non seulement immunosuppresseurs mais 

aussi pro-angiogéniques et considérés comme pour-tumoraux. 

 

 Immunothérapies ciblant les macrophages 

Les stratégies ciblant les macrophages sont basées sur 3 approches différentes : la 

déplétion de ces macrophages, l’inhibition de leur recrutement ou la rééducation (Anfray et 

al., 2019; Grégoire et al., 2020). Bien que les stratégies d’inhibition du recrutement des TAMs 

aient montré un effet dans les modèles de GB murins, en ciblant par exemple les récepteurs 

aux chimiokines (SDF-1, MCP-3, CSF-1), leur utilisation en clinique s’ est avérée décevante 

puisqu’aucun bénéfice n’a été observé chez les patients ayant reçu un inhibiteur du CSF-1 

(Butowski et al., 2016; Coniglio et al., 2012; Stafford et al., 2016).  

 La déplétion des macrophages a montré un intérêt dans des modèles pré-cliniques de 

GB et permet de ralentir le développement de la tumeur (Gabrusiewicz et al., 2015). Ainsi, la 

déplétion de macrophage, par utilisation de chlodronate, a montré un effet bénéfique avec 

une diminution du volume tumoral mais également une diminution de l’angiogenèse tumorale 

(Fulci et al., 2007). Cependant, cette stratégie est aspécifique et touche également les 

macrophages M1, anti-tumoraux. C’est pourquoi les études s’orientent vers des stratégies de 

rééducation des macrophages (Garris and Pittet, 2013). 

 Les stratégies de rééducation des macrophages ont ainsi été employées pour faciliter 

la reprogrammation des macrophages M2 vers un phénotype M1, anti-tumoral. Dans les GB, 

de nombreuses stratégies ont été testés dans les modèles murins avec des effets bénéfiques 

sur la survie des animaux. On peut citer par exemple, le ciblage du facteur de transcription 

NF-B, ou encore l’utilisation de dopamine qui a montré un intérêt aussi bien in vitro que in 

vivo (Hagemann et al., 2008; Qin et al., 2015).  
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Bien que l’immunothérapie n’ait pas encore fait totalement la preuve d’une efficacité 

pour le traitement des GB en clinique, les études précliniques suggèrent qu’il serait opportun 

de l’associer aux traitements conventionnels en combinaison avec un traitement 

anti-angiogénique. Ces traitements combinés auraient l’intérêt 1/ d’améliorer l’efficacité de 

RT et CT suite à une normalisation des vaisseaux de la tumeur. 2/ de bloquer certains acteurs 

de l’immunosuppression tumorale (Treg, cytokines immunosuppressives, expression de 

checkpoints, maturation des cellules dendritiques …) ou favoriser des conditions 

immunostimulatrices (rééducation des macrophages).  

A l’heure actuelle, le trinôme RCT/anti-angiogénique/immunothérapie pourrait être 

une opportunité pour améliorer les thérapeutiques conventionnelles des GB, comme suggéré 

pour d’autres tumeurs solides. 
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Objectifs 

Le glioblastome (GB) est la tumeur primaire cérébrale maligne la plus agressive. 

L’approche multidisciplinaire de base pour les patients comporte une résection chirurgicale, 

aussi complète que possible suivie d’une radiochimiothérapie (RCT) concomitante. 

Cependant, malgré le développement des techniques chirurgicales de la radiothérapie (RT) et 

des chimiothérapies (CT), le traitement des GB reste encore décevant. En effet, la médiane de 

survie des patients atteints de GB reste désespérément faible, et ce compte tenu des 

caractéristiques spécifiques à ces tumeurs. Ainsi, l’échec de ces traitements s’explique par le 

caractère très infiltrant de ces tumeurs, excluant toute exérèse totale et une relative 

résistance à la RT et aux CT actuelles, en raison notamment de leur caractère hypoxique. 

Depuis quelques années, de nouvelles approches thérapeutiques sont apparues, 

directement issues des recherches fondamentales menées sur ces tumeurs permettant 

d’avoir une meilleure compréhension de la physiopathologie des GB. Notamment, l’étude du 

microenvironnement tumoral a pris ces dernières années une place importante dans le 

domaine de la recherche sur le cancer. En effet, il est désormais admis que le développement 

d’une tumeur est déterminé non seulement par le génotype des cellules tumorales, mais aussi 

par leurs interactions avec leur environnement qui module les capacités de développement 

de la tumeur. C’est ainsi qu’il a été proposé d’optimiser l’efficacité des traitements 

conventionnels en leur associant des traitements ciblant la vascularisation tumorale. Les GB 

étant très vascularisées, ces tumeurs semblaient propices pour répondre à ce type de 

thérapie. 

L'idée selon laquelle s'opposer à la vascularisation d'une tumeur pourrait constituer 

une nouvelle stratégie thérapeutique anti-cancéreuse a émergé dès 1971, avec le concept 

d'angiogenèse tumorale formulé par Judah Folkman (Folkman, 1971). Mais c'est surtout 

depuis le début des années 1990 que les données expérimentales ont conforté ce concept et 

ont engendré un véritable engouement, au point de faire naître l'espoir que les molécules 

anti-angiogéniques allaient devenir les nouveaux traitements anti-cancéreux y compris pour 

les GB. Au regard du rôle majeur du VEGF (vascular endothelial growth factor) dans le 

processus angiogénique, les stratégies thérapeutiques adoptées ont majoritairement cherché 

à bloquer ce facteur angiogénique. Toutefois, pour les GB, les résultats cliniques obtenus avec 

les anti-VEGF n’ont pas été à la hauteur des attentes, notamment car certains patients 

échappaient au traitement par un effet rebond impliquant d’autres facteurs angiogéniques 

dont l’Angiopoïétine-2 (Ang-2). 
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Les GB sont également des tumeurs très inflammatoires en faveur d’un statut 

immunosuppressif pouvant contribuer à la progression tumorale. L’inflammation étant en 

partie dépendante du compartiment vasculaire, il a été proposé qu’une même molécule 

puisse participer à la régulation de ces deux processus. Tel est le cas du VEGF mais aussi de 

l’Ang-2. En revanche, contrairement au VEGF, les données concernant l’Ang-2 sont plus 

fragmentaires ou controversées, en raison de son effet contexte-dépendant (Kim et al., 2000a; 

Korhonen et al., 2016; Maisonpierre et al., 1997; Souma et al., 2018). Par ailleurs aucune étude 

n’a permis d’établir l’effet paracrine de l’Ang-2 dans un contexte de traitement conventionnel 

de GB associant la RT et la CT. 

 
Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse ont été d’évaluer, à l’échelle préclinique, 

les effets de l’Ang-2 sur la progression du GB et sa réponse au traitement de RCT. Nous nous 

sommes particulièrement intéressés aux compartiments vasculaire et inflammatoire, qui au 

demeurant seront remodelés par la RCT. 

 
Afin de répondre à ces objectifs, la première partie des résulats a été consacrée à 

identifier à l’échelle préclinique, l’impact d’une surexpression d’Ang-2 sur la croissance du GB. 

Cette étude a été menée sur un modèle syngénique de GB de souris immunocompétente. Afin 

de mimer la surexpression d’Ang-2 observée chez les patient les cellules de GB ont été 

modifiées génétiquement de façon à exprimer l’Ang-2 de souris. Une étude longitudinale par 

IRM complétée par une étude immunohistologique a permis d’évaluer les effets de l’Ang-2 sur 

la progression tumorale en relation avec sa vascularisation et son inflammation. 

Dans une seconde partie, souhaitant nous rapprocher au mieux des conditions 

thérapeutiques du patient porteur de GB, nous avons mis en place et caractérisé un modèle 

de récurrence suite à une administration de RCT fractionnée.  

Dans la dernière partie des résultats, l’impact de ce traitement a été évalué sur les 

tumeurs obtenues après implantation orthotopique des cellules GL261-wt et GL261-Ang-2 

chez la souris. 

L’ensemble de ces travaux ont été menés afin de contribuer à élucider le rôle de l’Ang-2 

en tant que facteur angiogénique immunomodulateur dans les GB. 
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Matériels et méthodes 

 

I.1 Culture cellulaire 

 Culture de la lignée cellulaire de glioblastome murin GL261 

 La lignée cellulaire GL261 [repository, division of cancer treatment and diagnosis 

(NCI-DCTD)] issue de glioblastome (GB) induit chez la souris C57BL/6, est maintenue en culture 

dans du milieu RPMI (roswell park memorial institute medium, Sigma Aldrich) supplémenté 

avec 10 % de sérum de veau fœtal décomplémenté (dSVF, Eurobio), 2 mM de glutamine (Gln, 

Sigma Aldrich) et 1 μg/ml de pénicilline/streptomycine (P/S, Sigma Aldrich) à 37°C dans une 

atmosphère humide composée de 95 % d’air et 5 % de CO2. Une fois à confluence, le tapis 

cellulaire est rincé avec une solution de phosphate buffer saline (PBS, Sigma Aldrich) et les 

cellules sont ensuite décollées sous l’action d’une solution de trypsine 0,25 %-EDTA (Sigma 

Aldrich) pendant 5 min à 37°C. L’action de la trypsine est ensuite inhibée par l’ajout de dSVF 

présent dans le milieu de culture. Les cellules sont centrifugées à 300g pendant 5 min puis 

ensemencées aux densités nécessaires aux expérimentations.  

 

 Transfection stable des cellules tumorales GL261 exprimant l’Ang-2 

Afin d’obtenir des cellules GL261 surexprimant de façon chronique l’Ang-2, les cellules 

GL261 ont été préalablement transfectées, avec le plasmide pCMV-6-Kanamycine/Neomycine 

(pCMV-6-K/N) contenant le gène de l’ANG-2 murin (pCMV-6-K/N-Ang2), construit 

préalablement au sein du laboratoire. La transfection a été réalisé par la méthode de 

lipofection à la lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) et selon la procédure du 

fournisseur. Brièvement, les cellules sont ensemencées à forte densité puis sevrées de P/S 

quelques heures avant la transfection. Par la suite, les cellules sont mises en contact avec un 

mélange de 2 µg de plasmide pCMV-6-K/N-Ang2, 1 µl de lipofectamine 2000, et 100 µl 

d‘Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific). Le milieu est changé 6 h plus tard avec l’ajout d’un 

milieu frais contenant de la P/S. Les cellules sont ensuite sélectionnées avec 400 µg/ml de 

généticine G-418 (Sigma Aldrich), afin de ne conserver que les cellules qui ont incorporé le 

plasmide pCMV-6-K/N-Ang2. Les cellules GL261-Ang2 ainsi obtenues sont maintenues en 

culture comme les cellules GL261 contrôles (GL261-wt), à l’exception d’une sélection à la 

généticine de façon périodique. L’expression des ARNm de l’Ang-2 est régulièrement vérifiée 
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afin de s’assurer de la bonne stabilité de la transfection des cellules GL261-Ang2. 

Afin d’avoir un contrôle de transfection, une lignée contrôle « scrambled » (GL261-Scr) 

a été obtenue par la transfection d’un vecteur vide pCMV-6-K/N. 

 

 Culture de la lignée cellulaire endothéliale bEnd.3 

 La lignée cellulaire bEnd.3 [european collection of authenticated cell cultures (ECACC)], 

cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de souris BALB/c, a été immortalisée par le 

polyoma virus middle T antigen. Ces cellules sont cultivées dans du milieu DMEM (dulbecco’s 

modified eagle’s medium)-4,5 g/l de glucose (Sigma Aldrich) supplémenté avec 10 % de dSVF, 

4 mM de Gln et 1 µg/ml de P/S à 37°C dans une atmosphère humide. Une fois à confluence, 

les cellules sont décollées et ensemencées comme décrit pour la lignée tumorale.  

 

 Culture de la lignée cellulaire de macrophages RAW 264.7  

 La lignée cellulaire de macrophages RAW 264.7 [american type culture collection 

(ATCC)] est maintenue en culture dans du milieu DMEM-4,5 g/l de glucose supplémenté avec 

10 % de dSVF, 4 mM de Gln et 1 µg/ml de P/S à 37°C dans une atmosphère humide. Une fois 

à confluence, les cellules sont décollées et ensemencées comme décrit précédemment. 

 

I.2 Traitements des cellules 

 Irradiation par rayons X 

 Les cellules sont irradiées avec un irradiateur X-Rad 225Cx (Precision X-Ray, obtenu 

dans le cadre du projet Rec-Hadron, ANR-10-EQPX-1401, Equipex 2012 inclus dans le projet 

Archade, plateforme CYCERON). Lors de l’irradiation, l’énergie délivrée par le faisceau de 

rayon X (RX) est de 225 keV avec une intensité de 10,7 mA et un débit de dose de 2 Gy/min. À 

l’issue de l’irradiation, les cellules sont remises en culture sans changement de milieu afin de 

conserver les produits radio-induits tels que les ROS (reactive oxygen species).  

 

 Traitement de chimiothérapie au témozolomide 

Le témozolomide (TMZ, Sigma Aldrich), commercialisé sous forme de poudre, est dans 

un premier temps resuspendu dans du DMSO (dimethyl sulfoxide, Sigma Aldrich) à une 

concentration de 160 mM. Les cellules sont traitées avec du TMZ à la dose de 100 µM, où 
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celui-ci est apporté dans du milieu frais afin de maintenir une meilleure stabilité du composé 

qui est dépendante du pH. Les cellules contrôles reçoivent un volume identique de DMSO. 

 

 Protocole de radiochimiothérapie 

Deux protocoles de radiochimiothérapie (RCT) ont été utilisés dans cette étude 

(Figure 69). 

 Un protocole de dose unique où le traitement de TMZ à la concentration de 100 µM 

est appliqué sur les cellules 2 h avant irradiation des cellules à 8 Gy.  

 Un second protocole, plus proche de celui utilisé in vivo, a été utilisé et celui-ci consiste 

à fractionner le traitement. Dans cet objectif, les cellules ont été irradiées 3 fois à la dose de 

4 Gy et à 48 h d’intervalle. Le TMZ (100 µM) est ajouté 2 h avant chaque irradiation. 

 

I.3 Étude de la réponse aux traitements 

 Test de clonogénicité  

 Le test de clonogénicité est le test de référence en radiobiologie. Il permet, en effet, 

d’évaluer la radiosensibilité des cellules. Les cellules, ensemencées à faible densité, ayant 

résisté au traitement ou réparé leurs dommages à l’ADN vont former des colonies après 

plusieurs jours de culture.  

Les cellules bEnd.3 et GL261 génétiquement modifiées ou non sont ensemencées 

respectivement à une densité de 1250 cellules/ml et 500 cellules/ml dans des plaques 6 puits, 

puis irradiées 24 h plus tard à différentes doses : 0, 1, 2, 4 et 6 Gy. À la fin de l’expérience, soit 

Figure 69 : Protocoles de radiochimiothérapie in vitro 
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7 jours après irradiation pour les cellules endothéliales bEnd.3 et 10 jours pour les cellules 

tumorales GL261-wt et GL261-Ang2, les cellules sont rincées avec une solution de PBS puis 

fixées et colorées pendant 30 min à température ambiante avec une solution contenant 20 % 

d’éthanol et 2,3 % de cristal violet (Sigma Aldrich). Les cellules sont ensuite rincées à l’eau 

courante, séchées puis la plaque de culture est numérisée afin d’analyser manuellement le 

nombre de colonie formées. Seules les colonies comprenant un minimum de 50 cellules sont 

dénombrées. 

Le test de clonogénicité a également été réalisé en combinant le TMZ à la radiothérapie 

(RT). Pour ce protocole de RCT, le TMZ (100 µM) est appliqué sur les cellules 2 h avant 

l’irradiation aux RX et ce pour des doses croissantes (0, 1, 2, 4, 6 Gy). 

Ce test normalement utilisé en radiobiologie a été adapté pour évaluer la 

chimiosensibilité des cellules au TMZ avec des doses croissantes (0, 12.5, 25, 50, 100 µM). Les 

densités d’ensemencement sont identiques à celles décrites précédemment.  

 

 Analyse de la courbe de survie 

À partir du nombre de colonie comptées dans chaque puits, on peut déterminer un 

plating efficiency (PE) = nombre de colonies formées à 0 Gynombre de cellules ensemencées   qui permet par la suite de calculer, 

pour chaque dose, la fraction de survie (SF) =  
nombre de colonies formées après irradiationnombre de cellule ensemencées x PE . 

 
Les données obtenues nous permettent ainsi d’établir une courbe de survie avec en 

abscisse la dose d’irradiation en Gy et en ordonnée les valeurs de la SF selon une échelle 

logarithmique (Figure 70). Ces courbes de survie obtenues après une irradiation aux RX, se 

réfèrent au modèle linéaire quadratique et traduisent l’événement létal subit par la cellule : 𝑆𝐹 = 𝑒−𝛼𝐷+ 𝛽𝐷2
. 

On distingue deux coefficients,  et , chacun reflétant la nature de l’événement ayant 

induit la mort cellulaire. Le coefficient α est la pente de la partie linéaire de la courbe. Il 

correspond à la probabilité que la cellule rencontre un événement létal de façon direct. Le 

coefficient β représente la pente de la partie quadratique de la courbe. Il correspond à la 

probabilité que la cellule rencontre un événement sublétal. Ainsi à partir de cette courbe, et 
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de son équation, il est possible d’extraire les paramètres radiobiologiques suivants :  

 La SF2 correspond à la SF observée après une irradiation à 2 Gy. 

 La D37 ou dose létale moyenne, est la dose pour laquelle la SF est de 37 %. 

 

 Étude de la viabilité cellulaire 

I.3.3.1 Comptage cellulaire 

Les cellules sont ensemencées en triplicat et incubées en normoxie pendant 4 jours. 

Pour chaque temps d’étude, les cellules sont décollées, centrifugées et reprises dans une 

solution de bleu trypan 0,4 % (Sigma Aldrich) à volume identique. Le mélange a ensuite été 

compté avec un hématimètre en triplicat selon la méthodologie standard 

 

I.3.3.2 Mesure de confluence  

La confluence peut être également utilisée comme le reflet du nombre de cellules. 

Ainsi, pour évaluer cette confluence, les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits 

et la confluence est mesurée à différents temps à l’aide du module measure confluency du 

lecteur de plaque SPARCK® (Tecan Group Ltd). Les résultats obtenus représentent le 

pourcentage de recouvrement du puits par les cellules. Chaque puit peut ainsi être analysé de 

façon longitudinale. 

Figure 70 : Courbe de survie attendue après irradiation aux rayons X suivant l'équation 
linéaire quadratique 

SF2 : fraction de survie à 2 Gy. D37 : Dose d’irradiation pour laquelle la SF est de 37 %. 
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 Analyse du cycle cellulaire par cytométrie de flux  

 L’étude du cycle cellulaire a été réalisée sur le cytomètre en flux Gallios™ (Beckman 

Coulter) localisé sur la plateforme caennaise SFR ICORE (interaction cellules-

organismes-environnement). Les données ont été analysées avec le logiciel Kaluza® (Beckman 

Coulter). 

Brièvement, les surnageants, contenant les cellules mortes, sont récupérés et après 

rinçage dans une solution de PBS, le tapis cellulaire est décollé par l’action de la trypsine. Le 

mélange est ensuite centrifugé à 300g pendant 5 min. Après deux rinçages avec une solution 

de PBS, le culot cellulaire est fixé avec une solution d’éthanol froid à 70 % avant un stockage 

à 4°C. Préalablement à l’analyse au cytomètre, l’éthanol est éliminé et les cellules sont rincées 

avec une solution de PBS avant un marquage à l’iodure de propidium (IP, Beckman Coulter) 

selon les instructions du fournisseur.  

L’IP est un intercalant de l’ADN fluorescent (λex = 540 nm ; λem = 620 nm). Ainsi, 

l’analyse des cellules au cytométre en flux permet de distinguer les phases du cycle en fonction 

de la fluorescence mesurée qui est elle même proportionnelle à la quantité d’ADN contenu 

dans la cellule (Figure 71). En effet, les cellules qui sont dans la phase du cycle G0/G1 ont une 

quantité d’ADN de 2n, les cellules en G2/M qui ont dupliqué leur ADN possèdent 4n ADN. Les 

cellules en phase S, en cours de réplication, ont une quantité d’ADN comprise en 2n et 4n. 

Enfin, les cellules polyploïdes (EndoR) se caractérisent par une quantité d’ADN supérieure à 

4n alors que les cellules en mort cellulaire (SubG1) contiennent moins de 2n d’ADN. 

L’ensemble des analyses est effectué sur un minimum de 10 000 événements. 

Figure 71 : Analyse du cycle cellulaire par cytométrie de flux 
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 Test de la sénescence SA--Galactosidase 

Les cellules sénescentes sont associées à des changements morphologiques et 

biochimiques. Parmi ces modifications, on retrouve une augmentation de l’activité de 

l’enzyme -galactosidase (Dimri et al., 1995), sur laquelle repose ce test. Ainsi, seules les 

cellules sénescentes peuvent transformer le substrat X-Gal à pH 6, qui se manifeste alors par 

l’obtention d’une coloration bleue, observable au microscope. Dans notre étude, la 

sénescence est évaluée avec le kit senescence--galactosidase staining (Cell Signaling) selon 

le protocole du fournisseur. 

 

 Étude de la migration des macrophages 

 Ce test permet d’étudier la capacité de migration des macrophages. Les macrophages 

RAW 264.7 sont ensemencées dans des inserts constitués d’une membrane poreuse 

( : 5 µm, Sarsted), avec du milieu supplémenté de 0,5 % de dSVF. Les inserts sont ensuite 

placés dans les puits de culture (plaque 24 puits) contenants les cellules tumorales, GL261-wt 

ou GL261-Ang2, traitées ou non 24 h auparavant. Pour les conditions ou seule l’Ang-2 est 

présente dans le puit de culture, des doses croissantes (0, 200, 400, 800 ng/ml) de cytokine 

recombinante Ang-2 (R&D Systems) sont ajoutée dans le puits 30 min avant d’ajouter l’insert 

contenant les macrophages RAW 264.7. Dans certaines expériences, le récepteur soluble 

Fc Tie-2 (R&D Systems) est ajouté, à la dose de 8 µg/ml de façon concomitante à l’Ang-2, afin 

de pouvoir lier et inhiber l’action de l’Ang-2. Après 24 h de migration, les cellules RAW 264.7 

présentes sur la face supérieure de la membrane, sont retirées à l’aide un coton-tige, et les 

cellules présentes sur la face inférieure (cellules ayant migré) sont incubées pendant 5 min 

dans une solution de PBS-Hoechst 33342 (10 μg/ml, Sigma Aldrich) afin de colorer les noyaux 

cellulaires. Les images ont été acquises sur un microscope Leica Aristoplan (Leitz Leica) avec 

un objectif 25x. La migration cellulaire est ensuite mesurée en dénombrant les cellules par 

microscopie à épifluorescence (5 photos par membrane).  

 

 

II.1 Bien être animal 

L’ensemble des expériences menées in vivo ont fait l’objet d’une demande 

d’autorisation de projet (APAFIS#12496) validée par le Ministère de l'Enseignement Supérieur, 

de la Recherche et de l'Innovation et ont été exécutées dans le respect du bien-être de l’animal 
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et en accord avec la réglementation. Ainsi, tout animal qui atteint un des point limite est mis 

à mort, c’est à dire pour un volume tumoral excédent 80 mm3, une perte de poids de 15% par 

rapport au poids lors de l’implantation. De plus, le comportement général de l’animal a été 

surveillé en se basant sur le mouse grimace scale proposé par le national center for the 

replacement, refinement and reduction of animals in research (NC3Rs). 

 

II.2 Modèle orthotopique de glioblastome murin 

Les cellules de GB ont été implantées dans le striatum droit des souris mâles 

immunocompétentes C57BL/6 (20-23 g, Laboratoire Janvier). 

Les cellules GL261-wt et GL261-Ang2 sont décollées comme mentionné 

précédemment, puis resuspendues dans une solution de PBS-Gln 2 mM à une concentration 

de 3,33 x 107 cellule/ml.  

L’induction des souris à l’anesthésie a été réalisée avec 5 % d’isoflurane dans un 

mélange 70 % de protoxyde d’azote et 30 % d’O2. L’anesthésie est ensuite maintenue à 2 % 

dans ce même mélange pendant la chirurgie. La profondeur de l’anesthésie est préalablement 

évaluée par le reflexe podal. Les souris sont ensuite placées dans un cadre stéréotaxique après 

une application de xylocaïne en gel sur les barres d’oreilles. Une craniotomie est réalisée à 

l’aide d’une aiguille dentaire 30G (Medibase) selon les repères suivant : 2 mm en latéral par 

rapport à la scissure inter-hémisphérique, 0 mm en antéro-postérieur par rapport au bregma 

et 4 mm en profondeur par rapporteur au bregma (Figure 72). 

Figure 72 : Coordonnées d'injection des cellules tumorales chez la souris C57BL/6 
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Les cellules tumorales (1.106) sont injectées dans un volume de 3 µl avec un débit 

d’injection standardisé avec un pousse seringue (Havard Apparatus) à 0,6 µl/min pendant 

5 min. Avant le retrait de l’aiguille, un temps d’attente de 5 min est nécessaire pour éviter tout 

reflux de cellules. La peau de l’animal est ensuite suturée avec du fil Silkam® 5.0 (B-Braun) et 

une anesthésie locale est appliquée avec de la xylocaïne 2 %. Une administration d’analgésie 

est réalisée en péri-opératoire avec de la buprénorphine (Buprecare® ; 0,05 mg/kg en sous-

cutanée). 

 

II.3 Étude longitudinale de la croissance tumorale par IRM 

Les souris sont anesthésiées pendant l’acquisition en IRM selon la même procédure 

que décrite précédemment. L’animal est placé en position ventrale dans un berceau chauffé 

à 37°C, la respiration de l’animal est également surveillée à l’aide d’un capteur placé sous 

l’abdomen de la souris. Les images sont acquises sur la plateforme d’imagerie CYCERON avec 

un système Pharmascan® (Bruker) de haut champ magnétique (7 Tesla) spécialement conçu 

pour les petits animaux. L’acquisition des données est réalisée à l’aide du logiciel 

Paravision 6.0.1 (Bruker). 

Une séquence fast low angle shot (FLASH, TR (temps de répétition)/TE (temps 

d’écho) = 100/3,1 msec) est tout d’abord effectuée afin d’avoir tous les pré-réglages requis. 

De plus, cette séquence permet d’avoir le positionnement de l‘animal et permet ainsi de 

délimiter la zone d’acquisition située entre les bulbes olfactifs et le cervelet. 

L’imagerie anatomique est ensuite obtenue avec une séquence T2w Rapid Acquisition 

with Relaxation Enhancement (RARE) dont les paramètres sont : facteur d’accélération de 8 ; 

TR/TEeffectif = 5000/60 msec ; nombre d’expériences (NEX) = 1 ; 20 coupes de 0,5 mm 

d’épaisseur ; résolution spatiale = 0,07x0,07 mm  ; temps d’acquisition : 2 min. Le volume 

tumoral est ensuite délimité manuellement grâce au logiciel ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/). 

 

II.4 Mesure du volume sanguin cérébral 

L’étude du volume sanguin cérébral nécessite préalablement la pose d’un cathéter 

dans la veine caudale de la souris afin d’injecter l’agent de contraste. Comme précédemment, 

une séquence FLASH est effectuée afin de positionner la zone d’acquisition. À l’issue de celle-ci 



Matériels et méthodes 

 

Page | 152 
 

et avant l’injection de l’agent de contraste, une imagerie anatomique T2w RARE est réalisée 

suivie d’une imagerie T2* à multi échos de gradient avec 7 échos de gradient (TE = 2,98 ; 6,62 ; 

10,26 ; 13,90 ; 17,54 ; 21,18 et 21,82 msec). Les paramètres de l’imagerie T2* sont les 

suivants : TR = 1500 ms ; NEX=1 ; 40 coupes de 0,25 mm d’épaisseur ; résolution 

spatiale = 0,14 x 0,14 mm ; temps d’acquisition = 3 min 12 sec. L’agent de contraste P904® 

(200 μmol/kg, Guerbet) est ensuite injecté et une nouvelle imagerie T2* selon les mêmes 

modalités est réalisée. Les cartes de volumes sanguins cérébrales (images après injection de 

P904® - images avant injection de P904®) sont obtenues à partir du temps d’écho 10,26 msec 

grâce au logiciel ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) avec une macro développée au sein du 

laboratoire (Chakhoyan et al., 2017). 

 

II.5 Traitements des animaux  

Les différents traitements utilisés dans ces études sont basés comme chez l’Homme, 

sur un fractionnement thérapeutique, avec 3 fractions délivrées aux jours 7, 9 et 11 

post-implantation des cellules de GB. 

 

 Administration de témozolomide 

La solution de TMZ est préparée avec du DMSO à une concentration de 10 mg/ml et 

administrée aux animaux par voie intra-péritonéale à une dose de 10 mg/kg. Les souris 

contrôles reçoivent un volume de solution saline identique aux animaux traités. 

 

 Irradiation cérébrale des animaux par rayons-X 

Pour le protocole d’irradiation, les souris sont anesthésiées selon la même procédure 

que précédemment. L’animal est positionné en position ventrale dans un berceau (Minerve) 

et une caméra permet d’avoir un visuel sur la respiration de la souris.  

Les animaux sont irradiés avec l’irradiateur X-Rad 225Cx. Une première imagerie 

scanner est réalisée afin de positionner correctement l’animal sous le faisceau de RX, pour ne 

cibler que l’hémisphère porteur de la tumeur (Figure 73). Puis, l’irradiation est réalisée avec 

un collimateur de 5 mm. Les animaux sont irradiés à la dose de 4 Gy avec une énergie délivrée 

de 225 keV, une intensité de 13,0 mA à un débit de dose de 3,3 Gy/min 

https://imagej.nih.gov/ij/
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 Protocole de radiochimiothérapie 

Le protocole de RCT consiste à délivrer, dans un premier temps, la CT à la dose de 

10 mg/kg, suivies 2 h plus tard d’une irradiation ciéble à 4 Gy. 

 

II.6 Prélèvement des cerveaux 

Les animaux reçoivent 2 h avant la mise à mort, une injection intra-péritonéale de 

pimonidazole (Hypoxyprobe Incorporation) à une dose de 80 mg/kg. Les animaux sont ensuite 

mis à mort par une anesthésie profonde sous létale, suivi d’une thoracotomie et d’une 

perfusion intracardiaque de sérum physiologique froid et hépariné. Le cerveau est ensuite 

extrait de la boite crânienne puis plongé brièvement (5 sec) dans du n-pentane (Sigma Aldrich) 

avant une congélation à -80°C. 

 

 

III.1 Coupes histologiques 

Les cerveaux sont coupés au cryostat afin de réaliser des coupes coronales de 30 µm 

d’épaisseur. Les coupes sont montées sur des lames superfrost (Thermo Fisher Scientific), de 

façon sériée, et ensuite stockées à -80°C avant les analyses immunohistologiques (Figure 74). 

 

Figure 73 : Détermination de la zone d’irradiation ciblant la tumeur cérébrale suite à un 

scanner chez la souris. 
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III.2 Isolation des leucocytes pour une analyse au cytométre de flux 

 Isolation des cellules à partir du sang périphérique 

 Les cellules mononuclées du sang périphérique ou PBMC (peripheral blood 

mononuclear cells) sont prélevées par une ponction dans le ventricule juste avant la procédure 

de perfusion intracardiaque. Le sang est récupéré (400 µl) à l’aide d’une seringue héparinée, 

puis une lyse des hématies avec 2 ml de tampon de lyse red blood cell (RBC, Thermo Fisher 

Scientific) est réalisée pendant 2 min à température ambiante avant le l’immunomarquage 

des PBMCs. 

 

 Isolation des cellules de la rate 

Après avoir récupéré la rate, celle-ci est broyée sur un tamis de 70 µm (Sarsted) afin 

de récupérer les lymphocytes et monocytes contenus dans cet organe lymphoïde. Le tamis est 

ensuite rincé avec une solution de HBSS (hank’s balanced salt solution, Sigma Aldrich). Les 

cellules sont centrifugées à 300 g pendant 5 min puis resuspendues dans 2 ml de tampon de 

lyse RBC pendant 2 min à température ambiante. 

 

 Immunomarquage et acquisition 

Les PBMCs et les splénocytes sont dans un premier temps incubées 15 min à 4°C en 

présence d’un anticorps anti-CD16/CD32 (1 µg/106 cellules, BD Biosciences) afin d’éviter toute 

liaison aspécifique puis les anticorps primaires couplés à des fluorochromes sont ajoutés 

pendant 15 min à 4°C avant que les cellules ne soient fixées 10 min avec 100 µl d’une solution 

de PBS-PFA 2 % (paraformaldéhyde, Sigma Aldrich). Les cellules sont stockées à 4°C avant 

l’analyse au cytomètre de flux CytoFLEX S (Beckman Coulter SAS) localisé sur la plateforme 

ICORE de l’université de Caen. Les données de cytométrie ont été analysées avec le logiciel 

CytExpert (Beckman Coulter). Les anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 2. 
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Tableau 2 : Anticorps utilisés en cytométrie de flux 

Panels Anticorps Fluorochromes Clones Concentrations Fournisseur Références 

 CD16/CD32  2.4G2 10 µg/ml 
BD 

Biosciences 
553142 

Ly
m

p
h

o
cy

te
 

 CD3e V450 500A2 1 µg/ml 
BD 

Biosciences 
560801 

 CD4 PE H129.19 1 µg/ml 
BD 

Biosciences 
553653 

 CD8 PE-Cy™7 53-6.7 1 µg/ml 
BD 

Biosciences 
552877 

M
o

n
o

cy
te

 

CD45 FITC 30-F11 1 µg/ml 
BD 

Biosciences 
553080 

 CD11b PE M1/70 1 µg/ml 
BD 

Biosciences 
553311 

 

 

IV.1 Analyse transcriptomique par qRT-PCR 

 Extraction d’ARN cellulaire 

 Les ARN totaux des cellules sont extraits avec le kit Nucleospin RNA Plus 

(Macherey-Nagel) suivant les instructions du fournisseur. À l’issue de l’extraction, la 

concentration en ARN des échantillons est déterminée par la mesure de la densité optique 

(DO) à 260 nm (une unité de DO correspond à 40 μg/ml d’ARN) et la pureté est estimée par le 

rapport DO260/DO280 qui doit être supérieur à 2. Ces mesures ont été effectuées à l’aide d’un 

spectrophotomètre NanoDrop (Nanophotometer Implen). 

 

 Transcription inverse  

 Les ARNs sont ensuite convertis en ADNc (ADN complémentaire) avant l’étape 

d’amplification par polymerase chain reaction (PCR). L’ARN (1 μg) est repris dans 10 μl d’eau 

puis dénaturé 10 min à 65°C pour rompre d’éventuelles liaisons doubles brins d’ARN. Ces 10 μl 

sont ensuite incubés 1 h à 42°C en présence d’un mélange réactionnel (Promega) contenant 

du tampon 5X, 10 mM de MgCl2, 2mM de désoxyribonucléotides (dNTP), 0,05 mg/ml 

d’oligodT, 20 unités de RNAsin (inhibiteur de RNases) et 12,5 unités d’AMV-RT (transcriptase 

inverse). Les ARNs sont rétrotranscrits à l'aide d'un thermocycler Bio-Rad T100 (Bio-Rad). 
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 PCR quantitative en temps réel 

 Les ADNc obtenus sont ensuite amplifiés par une réaction de polymérisation en chaîne 

quantitative et en temps réel, quantitative real time-polymerase chain reaction (qRT-PCR). 

L’amplification est réalisée à l’aide du QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific) en utilisant 25 ng d’ADNc (sous 2,5 μl) dans un mélange contenant un couple 

d’amorces spécifiques (Eurogentec), dont les séquences sont présentées dans le Tableau 3, et 

une solution de Takyon (Eurogentec). Le profil d’amplification est le suivant : 3 min à 95°C suivi 

de 40 cycles de 3 sec à 95°C et 30 sec à 60°C. L’expression relative des gènes étudiés a été 

obtenue en utilisant la méthode du ΔCt (Cycle threshold ; Ct gène cible - Ct gène référence) 

avec comme gène de référence la cyclophiline A. 

 
Tableau 3 : Amorces utilisées en RT-qPCR 

Gènes Amorces sens Amorces anti-sens 
ANG-1 5’-CATTCTTCGCTGCCATTCTG-3’ 5’-TTATATCTTCTCCCTCCGTTTTCTG-3’ 

ANG-2 5’-TTAGCACAAAGGATTCGGACAAT-3’ 5’-GGACCACATGCGTCAAACC-3’ 

CD68 5’-GCTTATAGCCCAAGGAACAGAG-3' 5’-CTGTAGGTGTCATCGTGAAGGA-3' 

CYCLOPHILINE 5’-CAGACGCCACTGTGGCTTT-3’ 5’-TGTGTTTGGAACTTTGTCT-3’ 

IL-1 5’-CTGAAGAAGAGACGGCTGAGTT-3’ 5’-TCTGGTAGGGTGCTGA-3’ 

IL-6 5’-CTGCAAGAGACTTCCATCCAGT-3’ 5’-ACAGGTCTGTTGGGAGTGGTAT-3’ 

INTEGRINE-1 5’-AGTGCTCCCACTTCAATCTCACCA-3’ 5’-TCTCCTTGCAATGGGTCACAGGAT-3’ 

MCP-1 5’-TGATCCCAATGAGTAGGCTGGAG-3’ 5’-ATGTCTGGACCCATTCCTTCTTG-3’ 

P16 5’-GAACTCTTTCGGTCGTACCC-3’ 5’-CGAATCTGCACCGTAGTTGA 

P21 5‘-CGAGAACGGTGGAACTTTGACTT-3’ 5’-GTAGACCTTGGGCAGCCCTAG-3’ 

TGF-1 5’-TGATACGCCTGAGTGGCTGTCT-3’ 5’-CACAAGAGCAGTGAGCGCTGAA-3’ 

TIE-2 5’-GCCGCGGACTGACTACGAGC-3’ 5’-GGAGGAGGGAGTCCGATAGACGC-3’ 

VEGF-A 5’-GGAGATCCTTCGAGGAGCACTT-3’ 5’-TGGCGATTTAGCAGCAGATATAAG-3’ 

 

IV.2 Analyse protéique 

 Test ELISA 

Pour évaluer la surexpression de l'Ang-2 au niveau protéique, les cellules tumorales 

GL261-wt et GL261-Ang2 ont été incubées pendant 48 h avec 250 µl de milieu RPMI. La 

concentration d'Ang-2 dans le surnageant cellulaire a été mesurée avec un kit de dosage 

immuno-enzymatique (ELISA) dirigé contre la protéine Ang-2 de souris (R&D Systems) selon 
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les instructions du fournisseur. La DO obtenue a été mesurée à l'aide du lecteur de plaques 

SPARCK® (Tecan Group Ltd). 

 

IV.3 Immunocytofluorescence 

 Pour ces études, les cellules sont ensemencées sur des lamelles de verre 

préalablement stérilisées. L’expérience terminée, les cellules sont rincées avec une solution 

de PBS puis fixées 20 min dans une solution de PFA 4 %. Après rinçages avec une solution de 

PBS, les cellules sont incubées 30 min dans une solution de saturation constituée de PBS-0,5 % 

de triton 100X (Sigma Aldrich)-0,1 % de tween (Sigma Aldrich)-3 % de bovine serum albumin 

(BSA, Sigma Aldrich). Les cellules sont ensuite placées à 4°C toute la nuit en présence de 

l’anticorps primaire dilué dans du PBS-0,5 % triton 100X-0,1 % de tween-1 % de BSA. Après 

plusieurs rinçages, les cellules sont incubées 1 h à température ambiante avec l’anticorps 

secondaire conjugué à un fluorochrome en présence de Hoechst 33342 (10 μg/ml) dans une 

solution de PBS-0,5 % triton 100X-0,1 % de tween-1 % de BSA. Les cellules sont ensuite 

montées entre lame et lamelle avec le milieu de montage Aqua-Poly/Mount (Tebu-Bio). Les 

anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 4. 

 
Tableau 4 : Anticorps primaires utilisés en immunocytofluorescence 

Anticorps Clones Concentration Fournisseurs Références 
CD68 FA-11 1 µg/ml Abcam Ab53444 

Tie-2 Polyclonal 1 µg/ml Santa cruz sc-324 

H2AX (Ser139) Polyclonal 0,5 µg/ml Cell signaling 2577 

 

IV.4 Immunohistofluorescence 

Après décongélation, les lames supportant les coupes histologiques sont post-fixées 

pendant 20 min dans une solution de PFA 4 % à l’exception des lames destinées à la détection 

de l’hypoxie, où dans ce cas, les lames sont post-fixées pendant 10 min dans une solution 

d’acétone froid. Les lames sont ensuite rincées au PBS puis incubées pendant 2 h à 

température ambiante avec une solution de blocage composée de PBS-0,5 % de triton 

100X-0,1 % de tween-3 % de BSA. Les coupes sont ensuite incubées à 4°C sur la nuit dans une 

solution de PBS-0,5 % de triton 100X-0,1 % de tween-1 % de BSA. Après rinçages au PBS-0,5 % 

de triton 100X-0,1 % de tween, les coupes sont incubées à température pendant 1h, en 
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présence de l’anticorps secondaire conjugué à un fluorochrome et de Hoechst 33342 (10 

µg/ml) dans une solution de PBS-0,5% de triton 100X-0,1% de tween-1% de BSA. Les lamelles 

sont ensuite montées sur les lames avec du milieu de montage Aqua-Poly/Mount. Les 

anticorps utilisés sont présentés dans le Tableau 5. 

 

Tableau 5 : Anticorps primaires utilisés en immunohistofluorescence 

Anticorps Clones Concentration Fournisseurs Références 
CD4 H129.19 1 µg/ml BD Biosciences 550278 

CD8 EPR21769 5 µg/ml Abcam Ab217344 

CD31 MEC 13.3 5 µg/ml BD Biosciences 553370 

CD68 FA-11 1 µg/ml Abcam ab53444 

Dylight™ 549  
pimonidazole 

4.3.11.1 60 µg/ml Hypoxyprobe incorporation HP7 

Iba-1 Polyclonal 0,5 µg/ml Abcam ab5076 

Tie-2 (vasculaire) Polyclonal 1 µg/ml R&D Systems AF762 

Tie-2 (non vasculaire) Polyclonal 1 µg/ml Santa Cruz sc-324 

 

 

V.1 Acquisition et analyses d’images 

 Les photographies à différents grossissements ainsi que les mosaïques ont été 

réalisées sur un microscope à fluorescence DMi8S (Leica microsystems) avec le logiciel 

MetaMorph® et analysées avec le logiciel ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Concernant la 

quantification des immunomarquages CD4, CD8, CD68 et Iba-1, l’analyse des images a été 

réalisée à partir de régions d’intérêt (ROI) de 736 x 736 pixels soit 468 x 468 µm. Ainsi, 

plusieurs ROIs ont été choisies aléatoirement dans le tissu sain controlatérale et sur 

l’ensemble de la tumeur tout en excluant les zones de nécrose afin de ne quantifier que le 

tissu tumoral (Figure 74). Les images extraites sont ensuite binarisées sous ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/) après l’application d’un seuil de détection du marquage. Les 

données obtenues représentent le pourcentage d’immunomarquage dans la ROI.  

https://imagej.nih.gov/ij/
https://imagej.nih.gov/ij/
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Concernant la quantification des vaisseaux, à partir des immunohistofluorescence 

CD31, celle-ci est réalisée à partir des ROIs, de façon automatique avec une macro développée 

sous ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) par l’équipe CERVOxy (Valable et al., 2009). L’analyse 

permet ainsi d’obtenir la densité vasculaire, le diamètre moyen des vaisseaux, ainsi que les 

domaines, qui représentent la distance au plus proche vaisseau.  

 

V.2 Analyses statistiques 

 Toutes les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart type. Les 

analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Statistica® 13.5.0.17 (Tibco Software Inc). 

Les tests statistiques utilisés sont indiqués dans la légende des figures illustrant les résultats.

Figure 74 : Traitement des immunohistologies de l’anticorps anti-CD31. 

https://imagej.nih.gov/ij/
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Résultats 

 

I.1 Caractérisation du modèle syngénique de glioblastome murin, GL261 

L’objectif général de ce travail étant d’évaluer l’effet de l’Angiopoïétine-2 (Ang-2) sur 

les compartiments vasculaire et inflammatoire lors de la progression du glioblastome (GB) et 

en réponse au traitement de radiochimiothérapie (RCT), nous avons utilisé un modèle 

orthotopique de GB obtenu par injection intrastriatale de cellules GL261-wt chez la souris 

C57BL/6. Ce modèle préclinique est caractérisé dans la littérature et fréquemment utilisé du 

fait de son immunocompétence (Newcomb and Zagzag, 2009; Szatmári et al., 2006). Nous 

avons, dans un premier temps, vérifié que dans les conditions expérimentales utilisées lors de 

nos études, ce modèle de tumeur cérébrale récapitulait les principales caractéristiques des GB 

à savoir que ces tumeurs bien que très vascularisées, étaient hypoxiques, et que leur 

croissance s’accompagnait d’une réaction inflammatoire (Figure 75). 

 

En clinique, les principales modalités d’imagerie utilisées pour le diagnostic des GB 

reposent sur l’utilisation d’une séquence FLAIR (fluid attenuated inversion recovery) mettant 

en évidence l’œdème tumoral, ainsi qu’une séquence T1 avec injection d’un agent de 

contraste à base de gadolinium (T1wGd) pour évaluer la perméabilité de la BHE, reflet de la 

présence d’une angiogenèse tumorale. A l’échelle préclinique, d’autres séquences d’IRM 

Figure 75 : Caractérisation du modèle syngénique et orthotopique de GB murin GL261 

Études immunohistologiques des tumeurs intrastriatale GL261. Mosaïques représentative de la zone tumorale 
(Hoechst), la vascularisation (CD31), l’hypoxie (pimonidazole), l’inflammation extrinsèque (CD68) et intrinsèque 
(Iba-1) dans les tumeurs GL261. Barre d’échelle = 1 mm 
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peuvent être utilisées afin d’évaluer l’évolution de la croissance tumorale ainsi que certaines 

de ses caractéristiques, dont la vascularisation. Nous avons notamment choisi de suivre la 

progression tumorale en imagerie pondérée T2 (T2w), séquence d’imagerie qui permet 

d’appréhender des paramètres comparables à l’imagerie FLAIR utilisée en clinique. Grâce à 

cette séquence T2w, on peut ainsi déterminer le volume tumoral et selon les caractéristiques 

des modèles de tumeurs étudiés, il peut être mis en évidence l’œdème tumoral et la présence 

de nécrose. Ainsi, comme illustré sur la Figure 76, comparé au modèle de GB humain U251 

(Figure 76A), les tumeurs issues de l’implantation des cellules GL261 ne présentent aucun 

œdème tumoral (Figure 76A, flèche jaune), mais tout comme les tumeurs U251, ces tumeurs 

présentent des zones de nécrose (Figures 76A, B, flèches blanches). Par ailleurs, grâce aux 

développements méthodologiques récents de l’IRM utilisant des nanoparticules d'oxydes de 

fer (P904), il est également possible d’appréhender la vascularisation tumorale et d’accéder 

ainsi à des données fonctionnelles des vaisseaux, comme le volume sanguin cérébral (VSC) et 

les hémorragies (Figure 76C) en utilisant une séquence T2* comparable à l’imagerie T1wGd 

pratiquée en clinique. 

 
Ces différentes séquences d’imagerie ont donc été utilisées au cours de cette étude 

afin d’analyser la progression des tumeurs GL261 ainsi que leur vascularisation.  

Ces approches méthodologiques nous ont permis d’avoir une caractérisation du 

modèle de GB GL261, et de confirmer que ce modèle animal présente l’ensemble des 

caractéristiques des GB observées chez l’Homme. De plus, cette caractérisation de ce modèle 

de GB montre la pertinance du modèle d’étude choisi pour répondre à l’objectif de notre 

Figure 76 : Caractérisation des tumeurs par IRM 

A et B : Aspects des tumeurs cérébrales U251 et GL261 en IRM pondérée en T2 (T2w). Sont indiqués les zones de 
nécrose (flèche blanche) et l’œdème tumorale (flèche jaune). C : Imagerie T2* de la vascularisation après 
injection d’agent de contraste (P904) dans le modèle de GB GL261. 
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première étude qui vise à évaluer l’effet d’un apport chronique d’Ang-2 sur la progression de 

la tumeur GL261 et sur son microenvironnement. 

 

I.2 Validation et caractérisation de la surexpression de l’Ang-2 dans les cellules GL261 

Afin d’étudier l’effet d’une surexpression d’Ang-2 sur la croissance des GB et de façon 

à se placer dans des conditions optimales d’apport de cette cytokine au niveau cérébral, nous 

avons choisi de faire surexprimer le gène de l’ANG-2 par les cellules tumorales elles-mêmes. 

Une transfection stable des cellules GL261 avec un plasmide contenant le gène de l’ANG-2 de 

souris a été réalisée. Ces cellules ont été dénommées GL261-Ang2 et l’effet biologique de 

l’Ang-2 sécrétée par les cellules tumorales sera comparé à celui observé avec les cellules 

GL261 contrôles (GL261-wt). 

La bonne intégration de l’ADNc de l’Ang-2 dans le vecteur d’expression 

pCMV6-K/N-Ang2 a été préalablement vérifiée après séquençage de ce dernier par la société 

GenoScreen. Les résultats de ce séquençage Sanger indiquent une homologie de 95 % entre 

la séquence intégrée dans le plasmide et le gène murin de l’ANG-2 (Figure 77A).  

Le plasmide pCMV6-K/N-Ang2 étant couplé au gène de résistance à la néomycine 

(G-418), les cellules ayant incorporé le plasmide ont été sélectionnées par la concentration 

efficace de cet antibiotique (400 µg/ml) préalablement établie.  

L’analyse transcriptomique de l’Ang-2 pour les cellules GL261 a permis d’établir 

qu’après transfection, les cellules GL261-Ang2 expriment environ 200 fois plus d’ARNm 

d’Ang-2 que les cellules GL261-wt, pour lesquelles de façon attendue, l’expression constitutive 

de l’Ang-2 est très faible (Figure 77B). Ces résultats ont également été retrouvés au niveau 

protéique en dosant par un test ELISA la quantité d’Ang-2 dans le surnageant des cellules 

(Figure 77C). En effet, les cellules modifiées génétiquement sécrètent la protéine Ang-2 dans 

le milieu de culture à une concentration de 1,185 ± 30 ng/ml après 48 h de culture alors que 

la sensibilité du dosage ELISA n’a pas permis de détecter d’Ang-2 dans le milieu de culture des 

cellules contrôles, confirmant les résultats de transcriptomique (Figure 77C).  



Résultats – Partie 1 

 

Page | 163  
 

 

I.3 Étude de la surexpression de l’Ang-2 sur la croissance tumorale 

 Étude in vivo 

Les cellules GL261-wt et GL261-Ang2, issues de cultures cellulaires ayant subi le même 

nombre de passages, ont été injectées dans le striatum droit de souris syngéniques C57BL/6. 

Une étude longitudinale par IRM (T2w) a permis d’évaluer l’effet d’une surexpression de 

l’Ang-2 sur la progression tumorale (Figure 78A). Le suivi longitudinal de la croissance de la 

tumeur a été étudié à 7 jours (J7), 10 jours (J10), 14 jours (J14) et 18 jours (J18) après injection 

des cellules tumorales. Avant 7 jours, la tumeur est difficilement détectable en IRM. La 

Figure 78B montre que les tumeurs GL261-wt et GL261-Ang2 évoluent de façon similaire au 

cours du temps.  

Figure 77 : Caractérisation de la surexpression d’Ang-2 par les cellules GL261 

A : Détermination de la séquence intégrée dans le plasmide par un séquençage Sanger réalisé par la société 
GenoScreen. B : Expression des ARNm d’Ang-2 normalisée par rapport à l’expression de la cyclophiline dans les 
cellules tumorales GL261-wt et GL261-Ang2. Moyenne ± écart-type, N=3 par condition ; *p<0,05 ; Test de 
Student. C : Concentration de l’Ang-2 dans le surnageant des cellules tumorales GL261-wt et GL261-Ang2, 
déterminée par un test ELISA après 48h de culture. Moyenne ± écart-type, N=2 par condition. ND : non 
détectable. 



Résultats – Partie 1 

 

Page | 164 
 

A partir des données d’imagerie (Figure 78B), l’analyse quantitative du volume tumoral 

confirme que la surexpression de l’Ang-2 ne modifie par la croissance de la tumeur (p=0,11) 

(Figure 78C). Par ailleurs, aucune différence en termes de plages de nécrose et d’œdème 

tumoral n’est observée entre ces deux types de tumeurs (Figure 78B) 

En accord avec les données de volume tumoral (Figure 78C), les deux groupes 

d’animaux présentent une médiane de survie quasi identique, puisque celle-ci est de 17 jours 

pour les tumeurs GL261-wt et de 18 jours pour le groupe GL261-Ang2 (p=0,19) (Figure 78D). 

Cette médiane de survie correspond à celle habituellement décrite dans la littérature pour ce 

modèle (Kloepper et al., 2016; Peterson et al., 2016). 

Figure 78 : Étude de l’effet d’une surexpression de l’Ang-2 sur la croissance tumorale 

A : Protocole expérimental du suivi longitudinal par IRM de la croissance des GB après implantation de cellules 
GL261-wt et GL261-Ang2. B : Imagerie pondérée en T2 (T2w) représentative des groupes GL261-wt et GL261-
Ang2 au cours du temps. C : Quantification des volumes tumoraux des groupes GL261-wt (n=5) et GL261-Ang2 
(n=4). Moyenne ± écart-type. Test ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) non significatif. D : Courbes de survie 
de Kaplan-Meier des souris porteuses de tumeurs GL261-wt (n=5) et GL261-Ang2 (n=4). Test de logrank non 
significatif.  
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 Étude in vitro 

Historiquement, l’effet biologique de l’Ang-2 était, dans les premières années suivant 

la découverte de ce facteur, attribué strictement au compartiment vasculaire. Depuis, 

d’autres études ont élargi son spectre d’action, montrant que l’Ang-2 pouvait exercer des 

effets autocrines et paracrines ; ces effets étant relayés par le récepteur Tie-2 ou l’intégrine β1 

(Kawashima et al., 2019; Marteau et al., 2013). Dans un contexte tumoral, l’équipe CERVOxy 

a notamment montré que les cellules de GB de rat 9L possédaient le récepteur Tie-2 (Valable 

et al., 2009). Pour les cellules de GB GL261-wt et GL261-Ang2, nous avons retrouvé, au niveau 

transcriptomique, une expression des ARNm du récepteur Tie-2 et de l’intégrine β1. Toutefois 

ces récepteurs sont plus faiblement exprimés que sur les cellules de la lignée endothéliale 

bEnd.3 (Figure 79A).  

Figure 79 : Étude de l’effet autocrine de l’Ang-2 sur les cellules tumorales 

A : Expression des ARNm Tie-2 et intégrine 1, normalisée par rapport à l’expression de la cyclophiline dans les 
cellules tumorales GL261-wt, GL261-Ang2 et les cellules endothéliales bEnd.3. Moyenne ± écart-type, N=2. 
B : Prolifération des cellules GL261-wt ; GL261-Scr et GL261-Ang2 déterminée par la mesure de confluence.  
Moyenne ± écart-type, N=3, n=3, ns : non significatif, *p<0,05 vs GL261-wt et GL261-Scr. Test HSD de Tukey après 
une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) significative. C : Morphologie cellulaire en contraste de phase. Barre 
d’échelle = 50 µm. 
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La présence de ces récepteurs sur les cellules tumorales permet donc d’envisager un 

effet autocrine de l’Ang-2. Dans ce but, nous avons comparé les courbes de prolifération des 

cellules GL261-Ang2 à celles des cellules GL261-wt ou GL261-Scr (Figure 79B). Les résultats 

présentés sur la Figure 79, suggèrent que l’Ang-2 pourrait exercer un léger ralentissement de 

la prolifération de ces cellules tumorales (p<0,05) alors qu’aucune différence de prolifération 

n’est détectée entre les cellules GL261-wt et GL261-Scr (p=0,24). Par ailleurs, la surexpression 

de l’Ang-2 par les cellules tumorales GL261 n’induit pas de perturbations morphologiques des 

cellules de GB (Figure 79C) 

 
Les résultats de la prolifération cellulaire observé in vitro, n’étant pas retrouvé in vivo 

(croissance tumorale et survie), il peut être suggéré que l’Ang-2 exerce un effet sur la tumeur 

qui « contrecarre » l’effet autocrine observé sur les cellules GL261. Dans ce sens, nous avons 

vérifié l’expression du récepteur Tie-2 sur le compartiments vasculaire (Figure 80A) et 

inflammatoire (Figure 80B). En effet, comme illustré sur la Figure 80A, l’immunomarquage 

Tie-2+ révèle un aspect tubulaire semblable au vaisseaux tumoraux alors que la Figure 80B 

indique la présence dans la tumeur de cellules inflammatoires CD68+/Tie-2+. 

 

Ainsi, la mise en évidence du récepteur Tie-2 sur les vaisseaux sanguins et sur les 

cellules CD68+, nous a amené à évaluer les effets paracrines de l’Ang-2 qui pourrait s’exercer 

sur les compartiments vasculaire et inflammatoire. 

Figure 80 : Détection par immunohistofluorescence du récepteur Tie-2 dans les tumeurs 
GL261 

Immunomarquage du récepteur Tie-2 dans les tumeurs GL261 avec un marquage positif au niveau des vaisseaux 
sanguins (A) et des cellules inflammatoires détectées par le marqueur CD68 (B). Barre d’échelle = 100 µm. 
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I.4 Étude de la surexpression de l’Ang-2 sur le compartiment vasculaire 

 Analyse de vascularisation tumorale par immunohistologique 

L’effet paracrine de l’Ang-2 sur le compartiment vasculaire a été étudiée par 

immunohistologie pour les deux groupes d’animaux (GL261-wt et GL261-Ang2) aux temps J10, 

J14 et J18 qui correspondent aux différentes phases de croissance tumorale : respectivement 

l’initiation, la phase exponentielle et la phase terminale (Figure 78C).  

 

I.4.1.1 Étude descriptive de la vascularisation tumorale 

Pour les tumeurs GL261-wt (Figure 81A), sur le plan morphologique, nous retrouvons 

la présence de vaisseaux dont les caractéristiques correspondent à celles décrites dans la 

littérature (Fukumura et al., 2010). En effet, comparativement aux vaisseaux du tissu sain, les 

vaisseaux de ces tumeurs présentent une organisation anarchique, avec des structures 

vasculaires désorganisées, tortueuses et de diamètre important et ce de la phase précoce de 

la croissance tumorale (J10) à la phase terminale (J18). Par comparaison à ces tumeurs 

contrôles, aucune différence de morphologie des vaisseaux n’a été observée dans les tumeurs 

GL261-Ang2 lors de la progression tumorale. Toutefois, l’examen de l’immunomarquage CD31 

révèle à J10 et J14 que les tumeurs GL261-Ang2 semblent plus vascularisées que les tumeurs 

contrôles. En revanche à J18, on observe un effet inverse avec des tumeurs GL261-Ang2 qui 

s’avèrent moins dense en vaisseax tumoraux par comparaison au groupe contrôles. 

Afin de mieux appréhender certains paramètres de la vascularisation tumorale, cette 

étude descriptive a été complétée par des analyses quantitatives permettant d’évaluer le 

diamètre moyen des vaisseaux (Figure 81B), la surface vasculaire (qui peut être extrapolée à 

la densité vasculaire) (Figure 81C), ainsi que les domaines vasculaires (Figure 81D). 

 

I.4.1.2 Étude quantitative de la vascularisation tumorale 

 Diamètre des vaisseaux 

Les vaisseaux tumoraux sont souvent décrits comme des structures lâches et plus 

larges que ceux d’un tissu sain (Fukumura et al., 2010). En accord avec les données de la 

littérature, les mesures obtenues pour les deux groupes de tumeurs montrent que le diamètre 

moyen des vaisseaux est environ 2,5 fois plus important que celui des vaisseaux de 

l’hémisphère controlatéral sain ; ces vaisseaux possédant un diamètre de l’ordre de 6 µm 
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correspondant à un diamètre de capillaires (Figure 81B). Le diamètre moyen des vaisseaux 

reste sensiblement équivalent lors du développement tumoral avec toutefois une légère 

diminution au temps J18 (p<0,05), remarquée dans les 2 groupes de tumeur (Figure 81B).  

 

 Surface vasculaire 

Si le diamètre des vaisseaux tumoraux demeure relativement constant au cours de la 

croissance tumorale, la densité vasculaire en revanche évolue. Pour les tumeurs GL261-wt, 

l’augmentation de la densité vasculaire est détectable dès 10 jours de croissance tumorale 

(9,80 ± 0,43 %) et celle-ci est d’autant plus importante au temps terminal J18 (11,86 ± 0,16 %) 

(p<0,05) par rapport au tissu sain (6,71 ± 0,43 %) (Figure 81C). Comme décrit dans l’étude 

descriptive, la densité vasculaire des tumeurs GL261-Ang2 semble évoluer en sens inverse de 

celle des tumeurs contrôles. En effet, la surface vasculaire des tumeurs GL261-Ang2 est plus 

importante au temps J10 et J14 (13,02 ± 0,72 % et 12,79 ± 0,68 %) par comparaison au groupe 

GL261-wt (9,80 ± 0,43 % et 7,83 ± 0,86 %) (p<0,05) (Figure 81C). En revanche, une régression 

vasculaire est observée au temps terminal. Ainsi, à J18, les deux tumeurs se différencient par 

leur densité vasculaire avec pour les GL261-Ang2 une valeur de 7,29 ± 0,70 % versus 

11,86 ± 0,16 % pour les tumeurs contrôles (p<0,05). 

 

 Les domaines vasculaires  

Les domaines correspondent à la distance au plus proche vaisseau. Les données 

obtenues montrent que dans l’hémisphère sain, les vaisseaux sont très proches les uns des 

autres avec une distance moyenne de 21,32 ± 1,19 µm (Figure 81C). En revanche, dans le tissu 

tumoral, à J10 et J14, cette distance augmente de 2 à 4 fois par rapport au tissu sain et ce pour 

les 2 groupes d’animaux, avec un effet plus marqué pour les tumeurs GL261-wt 

(62,92 ± 4,82 µm et 78,95 ± 10,76 µm) par rapport aux tumeurs GL261-Ang2 (44,40 ± 1,26 µm 

et 51,64 ± 6,51 µm) (p<0,05) (Figure 81D). Toutefois, au temps terminal J18, en accord avec la 

régression vasculaire observée (Figures 81A, C), la distance au plus proche vaisseau est plus 

importante dans le groupe GL261-Ang2 (81,81 ± 10,30 µm) par comparaison au groupe 

GL261-wt (54,58 ± 8,94 µm) (p<0,05) (Figure 81D).  
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 Analyse de la vascularisation tumorale par IRM 

De façon à renforcer ces résultats obtenus avec les analyses immunohistologiques, 

nous avons réalisé une expérience complémentaire en IRM afin de caractériser les propriétés 

hémodynamiques de cette vascularisation (Figure 82). L’IRM vasculaire consiste à administrer 

en bolus intraveineux, un agent de contraste, dans cette étude le P904, dont l’effet est de 

modifier les propriétés magnétiques des molécules d’eau présentes à proximité des vaisseaux. 

Cet agent de contraste (composé de particules de fer) a un poids moléculaire et une 

Figure 81 : Analyses immunohistologiques de l’effet d’une surexpression de l’Ang2 sur la 
vascularisation des tumeurs GL261 

A : Analyse morphologique des vaisseaux dans les tumeur GL261-wt, GL261-Ang2 et dans le tissu sain à différents 
temps post-implantation des cellules tumorales (J10, J14 et J18). Les vaisseaux sont mis en évidence par un 
immunomarquage des cellules endothéliales avec un anticorps anti-CD31. Barre d’échelle = 100 µm. B-D : 
Analyse morphométrique de la vascularisation dans les deux groupes de tumeurs par des immunomarquages 
CD31. Quantification du diamètre moyen des vaisseaux (B), de la surface vasculaire (C) et des domaines 
vasculaires (D). Moyenne ± écart-type, GL261-wt (n = 3), GL261-Ang2 (n = 3) pour chaque temps d’étude; *p<0,05 
entre les différents temps d’étude d’un même groupe de tumeur et $ p<0,05 vs GL261-wt au temps d’étude 
correspondant. Test HSD de Tukey après une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) significative. Les lignes 
pointillées correspondent aux moyennes du tissu sain controlatéral.  
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rémanence vasculaire élevés. Sur ces propriétés, il est possible d’obtenir une mesure du 

volume sanguin cérébral (VSC), à partir des modifications du contraste, obtenues entre 

l’image réalisée avant (Figure 82B) et après (Figure 82C) injection du P904 en imagerie T2* 

(séquence d’imagerie rapide en multi écho de gradient). 

 

Les mosaïques issues de l’étude immunohistologique (Figure 82A) illustrent le statut 

de la vascularisation pour chacun des groupes de tumeurs aux temps J10 et J14 de la 

croissance tumorale. L’imagerie IRM T2* pré-P904 montre dans le groupe GL261-Ang2 à J14, 

des zones en hyposignal qui reflètent la présence de fer, et cela en absence de produit de 

contraste. Cette présence de fer endogène traduit l’existence d’une hémorragie au sein de la 

Figure 82 : Étude de la vascularisation tumorale par IRM 

A : Mosaïques représentatives de la vascularisation par un immunomarquage CD31 des tumeurs GL261-wt et 
GL261-Ang2 aux temps J10 et 14. Les mosaïques sont reconstruites à partir de photographies acquises au 
grossissement 10X. Barre d’échelle = 500 µm. B-D : Imagerie de la vascularisation par IRM des tumeurs GL261-
wt et GL261-Ang2. Les imageries multi-écho de gradient (T2*) avant injection de P904 (B) et après injection de 
200 µmol/kg de P904 (C) permettent d’obtenir des cartes de volume sanguin cérébral (VSC) (D). Sont 
représentées par les flèches noires et blanches respectivement, les zones d’hémorragies et de nécroses.  
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tumeur (Figure 82B, flèches noir). Toutefois, comme le révèlent les imageries T2* post-P904 

réalisées aux temps J10 et J14 (Figure 82C), quel que soit le groupe considéré, les vaisseaux 

tumoraux semblent perfusés puisqu’un hyposignal T2* est observé dans la tumeur suite à 

l’injection de l’agent de contraste, à l’exception des zones de nécroses, apparaissant en blanc 

sur l’image (Figure 82C, flèche blanche). Bien que les cartes de VSC puissent être générées en 

comparant les cartes T2* avant et après injection de P904 (Figure 82D), les résultats sont 

difficilement interprétables notamment pour les tumeurs GL261-Ang2 pour lesquelles la 

croissance tumorale est accompagnée d’une hémorragie intratumorale. 

 
Collectivement, ces données montrent que l’Ang-2 exerce un effet sur le compartiment 

vasculaire au cours de la progression tumorale se traduisant lors des phases initiales de la 

croissance tumorale, par une augmentation de la densité vasculaire. Toutefois ces vaisseaux 

présentent des structures élargies (J10, J14) et peuvent s’accompagner d’une hémorragie 

(J14) ; cette phase est ensuite suivie d’une régression vasculaire au temps terminal comme en 

témoignent la diminution de la surface vasculaire et l’augmentation des domaines vaculaires. 

Une conséquence physiologique de cette modification pourrait être une limitation des 

échanges gazeux avec les cellules tumorales. C’est pourquoi, nous avons par la suite étudié si 

ces modifications vasculaires pouvaient entraîner l’apparition de régions tumorales 

hypoxiques. Pour répondre à cette question, les animaux ont été injectés par voie intra-

péritonéale avec une solution de pimonidazole, marqueur exogène de l’hypoxie, qui sera 

séquestré uniquement dans les cellules en hypoxie. Comme le montre la Figure 83, au temps 

J18, une hypoxie tumorale est retrouvée pour les deux groupes d’animaux mais plus présente 

encore au sein de la tumeur GL261-Ang2 pour laquelle les zones d’hypoxie se répartissent de 

façon homogène dans la tumeur. En accord avec les résultats pour la vascularisation, on 

retrouve une relation entre la diminution de la surface vasculaire (Figure 81C), l’augmentation 

des domaines vasculaires (Figures 81D) et l’apparition de zones d’hypoxie tumorale 

(Figure 83) est observée.  
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 En résumé, ces résultats suggèrent un effet paracrine de l’Ang-2 sécrétée par les 

cellules tumorales sur le compartiment vasculaire conduisant dans les premiers temps à une 

augmentation de la densité vasculaire alors qu’aucune différence de croissance tumorale n’est 

observée entre les deux groupes d’animaux. 

Nous nous sommes ensuite attachés à déterminer si l’Ang-2 pouvait exercer un effet 

paracrine sur l’inflammation tumorale comme pourrait le suggérer la présence du récepteur 

Tie-2 sur les cellules de l’inflammation CD68+ (Figure 80B). 

 

I.5 Étude de la surexpression de l’Ang-2 sur le compartiment inflammatoire 

Dans les GB, les macrophages représentent une part importante du compartiment 

inflammatoire au sein du microenvironnement tumoral et ces cellules exercent un rôle non 

Figure 83 : Détection par immunohistologie des régions tumorales hypoxiques, 18 jours 
après l’implantation des cellules tumorales 

Mosaïques représentative de la vascularisation (CD31) et de l’hypoxie (pimonidazole) pour les groupes de 
tumeurs GL261-wt et GL261-Ang2 au temps J18. Les mosaïques sont reconstruites à partir de photographies 
acquises au grossissement 10X. Barre d’échelle = 500 µm 
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négligeable dans la progression de ces tumeurs (Carvalho da Fonseca and Badie, 2013; 

Hambardzumyan et al., 2016). C’est pourquoi, dans cette étude, nous nous sommes focalisés 

particulièrement sur les macrophages. L’inflammation tumorale a donc été étudiée par un 

immunomarquage des cellules CD68+ sur les coupes histologiques de cerveau des animaux 

GL261-wt et GL261-Ang2, et ce pour les temps préalablement définis lors de l’étude du 

compartiment vasculaire, à savoir J10, J14 et J18 post-implantation des cellules tumorales 

(Figure 79). Ce marquage CD68 permet de détecter non seulement la présence de 

macrophages issus de la circulation mais aussi la microglie.  

Comme le montre la Figure 84A, la présence de cellules CD68+, de morphologie ronde 

et amiboïde, est détectable dès J10 et ce pour les deux groupes de tumeurs alors qu’aucun 

marquage n’est observé dans le tissu sain. L’immunomarquage est d’autant plus présent que 

la tumeur se développe. Ces observations sont confirmées par l’analyse quantitative de 

l’immunomarquage CD68 (Figure 84B). Pour les tumeurs GL261-wt, une augmentation 

significative du marquage CD68 est observée entre le temps J10 et J14 avec une proportion 

de marquage représentant à J10 : 3,77 ± 0,85 % et à J14 : 5,83 ± 1,25 % (p<0,05). Puis, cette 

inflammation ne semble plus évoluer au temps J18 : 5,92 ± 0,53 %. En ce qui concerne le 

groupe GL261-Ang2, des résultats similaires aux tumeurs contrôles sont observés à J10 et J14 

avec respectivement 3,42 ± 0,47 % et 5,26 ± 0,36 % d’immunomarquage CD68+ dans la 

tumeur. Cependant, contrairement au groupe GL261-wt, au temps J18, la surface CD68+ 

continue d’évoluer avec 7,34 ± 0,49 % versus 5,92 ± 0,53 % au temps J14 (p<0,05) (Figure 84B). 
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Nous avons, en parallèle, rechercher quelle était la contribution de la microglie dans 

cette réponse inflammatoire en réalisant un immunomarquage du marqueur Iba-1, considéré 

comme spécifique de ces cellules microgliales. Dans la tumeur, les cellules Iba-1+ adoptent une 

morphologie amiboïde, typique de l’activation microgliale et distincte de la microglie Iba-1+ 

présente dans le tissu sain cérébral, laquelle apparaît sous une forme ramifiée caractéristique 

de la microglie au repos (Figure 85A). 

D’un point de vue quantitatif, l’immunomarquage Iba-1 dans le groupe GL261-wt 

révèle, tout comme pour le marqueur CD68, une augmentation du marquage lors de la 

croissance tumorale. En effet, nous observons aux temps J10, J14 et J18 une proportion de 

cellules Iba-1+ dans la tumeur allant respectivement de 1,89 ± 0,64 %, 2,78 ± 0,13 % à 3,25 ± 

0,10 % dans les tumeurs GL261-wt (Figure 85B). Pour le groupe GL261-Ang2, les résultats 

obtenus ne témoignent d’aucune différence significative (p=0,71) avec le groupe contrôle 

comme en témoigne la proportion de cellules Iba-1+ quantifiées dans les tumeurs 

Figure 84 : Analyses immunohistologiques de l’effet d’une surexpression de l’Ang2 sur 
l’inflammation macrophagique des tumeurs GL261 

A : Analyse morphologique à différents temps de la microglie/macrophage dans les tumeur GL261-wt, 
GL261-Ang2 et dans le tissu sain. La microglie/macrophage est mise en évidence par un immunomarquage du 
marqueur CD68. Barre d’échelle = 100 µm. B : Analyse de la surface CD68+ dans les tumeurs GL261-wt et 
GL261-Ang2 aux temps J10, J14 et J18. Moyenne ± écart-type, GL261-wt (n = 3), GL261-Ang2 (n = 3) pour chaque 
temps d’étude; *p<0,05 entre les différents temps d’étude d’un même groupe de tumeur et $ p<0,05 vs 
GL261-wt au temps d’étude correspondant. Test HSD de Tukey après une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) 
significative.  
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surexprimant l’Ang-2, à savoir 1,89 ± 0,78 %, 2,37 ± 0,44 % et 3,37 ± 0,51 % respectivement 

aux temps J10, J14 et J18 respectivement (Figure 85B). 

 
Ainsi, la population de cellules microgliales Iba-1+ présente dans la masse tumorale 

évolue de façon similaire entre les tumeurs issues des cellules GL261-Ang2 et GL261-wt, alors 

que les cellules CD68+ sont plus nombreuses au temps terminal de la croissance des tumeurs 

GL261-Ang2 (augmentation de 24 % par comparaison au groupe GL261-wt). Il existe donc une 

population plus importante de cellules CD68+ et Iba-1-, qui peut être considéré comme des 

macrophages, dans le groupe de tumeur GL261-Ang2, suggérant que ces tumeurs ont facilité 

le recrutement de ces cellules inflammatoires. 

 
 
 
 
 
 

Figure 85 : Analyses immunohistologiques de l’effet d’une surexpression de l’Ang-2 sur la 
microglie dans les tumeurs GL261 

A : Analyse morphologique à différents temps de la microglie dans les tumeur GL261-wt, GL261-Ang2 et dans le 
tissu sain. La microglie est mise en évidence par un immunomarquage du marqueur spécifique Iba-1. Barre 
d’échelle = 100 µm et 50 µm pour le grossissement. B : Analyse de la surface Iba-1+ dans les tumeurs GL261-wt 
et GL261-Ang2 aux temps J10, J14 et J18. Moyenne ± écart-type, GL261-wt (n = 3), GL261-Ang2 (n = 3) pour 
chaque temps d’étude; *p<0,05 entre les différents temps d’étude d’un même groupe de tumeur. Test HSD de 
Tukey après une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) significative.  
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I.6 Conclusion/Discussion  

Cette première partie réalisée sur le modèle de GB murin GL261, avait pour objectif 

d’étudier l’impact de l’Ang-2 sur la croissance tumorale. Les principaux résultats résumés sur 

le schéma présenté sur la Figure 86 montrent qu’en fin de croissance, les tumeurs GL261-Ang2 

sont moins vascularisées, plus hypoxiques, plus inflammatoires que les tumeurs contrôles. 

Toutefois, les tumeurs présentent des volumes équivalents et la survie des animaux est quasi 

identique aux animaux porteurs d’une tumeur GL261-wt. 

. 

 Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par l’équipe de Reiss (Scholz et al., 

2016) sur le même modèle de tumeur mais pour lequel, l’Ang-2 était surexprimée au niveau 

endothélial. Dans ce modèle, la surexpression de l’Ang-2 induit également une régression des 

vaisseaux dans la tumeur et une infiltration macrophagique sans toutefois modifier la survie 

des animaux modifiés génétiquement par comparaison aux animaux porteur d’une tumeur 

implantée chez des souris sauvages. 

Bien que nous n’ayons pas vérifié le niveau d’expression de l’Ang-2 au cours de la 

croissance tumorale, nos résultats obtenus in vitro suggèrent que les cellules tumorales 

modifiées génétiquement sont capables de sécréter la protéine Ang-2. Par ailleurs, sur ce 

modèle, nous avons également montré qu’outre les cellules tumorales qui expriment au 

Figure 86 :  Schéma synthétique de l’effet d’une surexpression de l’Ang-2 dans les tumeurs 
GL261 au temps terminal 
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niveau transcriptomique les ARNm des récepteurs Tie-2 et intégrine β1, les vaisseaux sanguins 

et les cellules inflammatoires CD68+ possédaient le récepteur à l’Ang-2, Tie-2. Ces résultats 

suggérent que l’Ang-2 sécrétée pourrait alors exercer un effet autocrine et/ou paracrine direct 

ou indirect par le biais d’intermédiaires moléculaires. 

L’effet autocrine de l’Ang-2 sur les cellules GL261 n’a pas été clairement établi. En effet, 

nos résultats montrent in vitro un ralentissement de la prolifération des cellules tumorales 

GL261-Ang2, effet qui n’a pas été retrouvé in vivo. Les effets de l’Ang-2 sur la prolifération des 

cellules n’étant pas retrouvé in vivo, nous n’avons pas cherché à appronfondir l’effet autocrine 

de l’Ang-2 sur les cellules tumorales. A l’inverse, une étude réalisée antérieurement au 

laboratoire par Valable et al., avait montré sur un modèle murin de gliosarcome 9L, que ces 

cellules modifiées génétiquement pour surexprimer l’Ang-2 de façon stable avaient un taux 

de prolifération similaire aux cellules 9L contrôles. Toutefois, les tumeurs 9L-Ang2 

développaient des tumeurs de plus faible volume et vivaient plus longtemps que les animaux 

porteurs de tumeurs contrôles (Valable et al., 2009). En accord avec cette étude, nous avons 

proposé que, comme pour les tumeurs 9L, dans les tumeurs GL261, l’Ang-2 exerçait plutôt un 

effet paracrine : l’Ang-2 étant un facteur angiogénique immunomodulateur, nous avons 

étudié le devenir des compartiments vasculaires et inflammatoire suite à une implantation 

orthotopique de cellules GL261-wt et GL261-Ang2. 

Selon nos résultats, durant la phase de croissance, les tumeurs GL261-Ang2 bénéficient 

d’un réseau vasculaire plus dense que les tumeurs contrôles. Ces vaisseaux arborent les 

caractéristiques des vaisseaux tumoraux : par comparaison aux vaisseaux du tissu sain, ce sont 

des structures courtes mais élargies avec de gros diamètre. De plus, comme nous l’avons 

montré par une analyse en IRM, ces vaisseaux semblent fonctionnels puisque nous avons 

observé une perfusion sanguine lors de l’injection de l’agent de contraste P904.  

Plusieurs hypothèses pourraient être évoquées afin de réconcilier ces résultats. Tout 

d’abord, bien que l’Ang-2 soit plutôt décrite comme un facteur angiogénique qui conduit à 

une déstabilisation des vaisseaux, certains auteurs suggèrent que l’Ang-2 pourrait également 

exercer des effets anti-apoptotiques vis-à-vis des cellules endothéliales en conditions de stress 

(Daly et al., 2006). Une seconde hypothèse permettant d’interpréter ces résultats serait de 

proposer un équilibre dans la biodisponibilité de l’Ang-2 et du VEGF. Rappelons qu’en 
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présence de VEGF, l’Ang-2 aura un effet pro-angiogénique (Holash et al., 1999; Mandriota and 

Pepper, 1998; Yancopoulos et al., 2000). Afin de confirmer cette hypothèse, notre étude 

devrait être complétée par une analyse moléculaire réalisée en cinétique afin de déterminer 

les niveaux d’expression des différents facteurs angiogéniques comme l’Ang-1, l’Ang-2 et le 

VEGF. En effet, l’Ang-2 est l’antagoniste naturel de l’Ang-1 et ce couple de cytokines répond à 

un équilibre pour lequel, au niveau tumoral, le rapport Ang-1/Ang-2 est un reflet du degré 

d’angiogenèse active ; un rapport faible illustrant une instabilité vasculaire et une meilleur 

accessibilité du VEGF-R (Reiss et al., 2005; Tait and Jones, 2004). Il aurait ainsi été pertinent 

d’étudié si l’augmentation de la densité vasculaire était la conséquence d’un processus 

angiogénique. 

Toutefois, cet effet bénéfique sur la vascularisation n’est que transitoire puisqu’au 

point terminal de notre étude prenant en compte le bien-être de l’animal, les vaisseaux de la 

tumeur régressent. Ce résultat a été également observé par Scholz et al., sur le modèle GL261, 

mais aussi par Valable et al., sur le modèle 9L (Scholz et al., 2016; Valable et al., 2009). Cette 

régression vasculaire pourrait être le reflet d’une déstructuration de l’endothélium induit par 

un déséquilibre de la balance VEGF/Ang-2. D’autres part, les différences d’effets vasculaires 

exercés par l’Ang-2 pourraient dépendre également de l’origine des vaisseaux. Cette 

hypothèse a été évoquée par Oshima et al., qui ont montré, sur la rétine, que seuls les 

néovaisseaux étaient sensibles à une régression induite par un apport de l’Ang-2 en forte 

concentration alors que les vaisseaux matures n’étaient en rien altérés (Oshima et al., 2005). 

Nos résultats pourraient être cohérents avec la séquence des processus angiogéniques à 

l’origine de la vascularisation tumorale (Holash et al., 1999; Yancopoulos et al., 2000). Dans 

les premiers temps, les vaisseaux cooptés, donc matures ne seraient pas sensibles aux effets 

déstabilisants de l’Ang-2, puis le processus angiogénique serait initié et les néovaisseaux en 

présence de l’Ang-2 régresseraient.  

Durant la phase de régression vasculaire, nous avons observé une hypoxie tumorale 

plus marquée dans ces tumeurs GL261-Ang2 que dans les tumeurs contrôles. Cependant, 

cette hypoxie ne semble pas suffisante ni pour ré-initier un processus angiogénique ni pour 

asphyxier la tumeur comme nous l’avions montré sur le modèle de gliosarcome 9L (Valable et 

al., 2009). En revanche, cette hypoxie pourrait permettre le recrutement des macrophages qui 

est amplifié à ce temps pour ces tumeurs. En effet, notre étude ne montre aucune différence 
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d’immunomarquage Iba-1 au temps J18 alors qu’il y a une augmentation de la proportion de 

cellules CD68+ dans les tumeurs GL261-Ang2 par rapport aux tumeurs GL261-wt. Ces résultats 

suggèrent qu’à ce temps, la surexpression de l’Ang-2 par les cellules tumorales favorise le 

recrutement des cellules CD68+/Iba-1-, caractérisées comme étant des macrophages 

périphériques par rapport aux tumeurs contrôles. Des résultats comparables ont été décrits 

par Scholz et al., sur un modèle de souris transgénique surexprimant Ang-2 au niveau 

endothélial (Scholz et al., 2016). Selon ces auteurs, outre l’effet chimio-attractant de l’Ang-2 

sur les macrophages, ce recrutement serait d’autant plus facilité par une perméabilité 

vasculaire accrue (Murdoch et al., 2007; Scholz et al., 2016).  

De plus, cette augmentation d’immunomarquage CD68+ peut également être dû à 

l’augmentation de l’hypoxie intratumorale retrouvée dans ces tumeurs. En effet, l’hypoxie 

induit l’expression de nombreuses chimiokines dont le SDF-1 (stromal derived factor-1) qui, 

par l’intermédiaire de son récepteur CXCR4 présent à la surface des macrophages favorise le 

recrutement de ces cellules inflammatoire (Wang et al., 2012). 

En résumé, ces résultats contribuent à maintenir le débat controversé quant aux effets 

(bénéfiques ou néfastes) et aux mécanismes d’action de l’Ang-2 dans le processus de 

vascularisation tumorale. Un apport d’Ang-2 conduit très probablement, à une synthèse 

d’autres facteurs angiogéniques, en réponse à ce déséquilibre provoqué. Ceci suggère que les 

stratégies anti-angiogéniques devraient cibler plusieurs facteurs. Cette hypothèse a permis 

notamment d’expliquer l’échappement de certaines tumeurs en réponse à un traitement 

anti-angiogénique visant à bloquer l’effet du VEGF. Certains auteurs ont ainsi montré sur un 

modèle de GB chez la souris qu’un traitement au SU5416 (anticorps bloquant l’activité kinase 

du VEGF-R2) ou au SU6668 (anticorps multicible bloquant l’activité kinase des récepteur 

VEGF-R1, PDGF-R et FGF-R) induisait une augmentation d’expression de l’Ang-1 suggérant 

qu’il existe également un équilibre entre le VEGF et les Angiopoïétines (Erber et al., 2004). Plus 

récemment, comme nous l’avons décrit dans l’introduction de ce manuscrit, l’échappement 

des patients porteurs de GB au traitement par le bevacizumab (anticorps anti-VEGF) a été 

imputé à une surexpression d’Ang-2 (Labussière et al., 2016; Scholz et al., 2016).  

Par ailleurs, les résultats suggèrent également que l’Ang-2 puisse exercer un effet 

immunomodulateur lors de la croissance tumorale.  
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Cependant, bien que nous ayons montré, au temps terminal de croissance tumorale, 

que la régression vasculaire est associée à une hypoxie et une inflammation dans les tumeurs 

GL261-Ang2, ces modifications du microenvironnement tumoral ne s’accompagnent pas d’un 

effet sur le volume tumoral ni sur la survie des animaux par rapport aux tumeurs contrôle. Ces 

résultats différents de nos résultats antérieurs obtenus sur le modèle syngénique de GB 9L et 

ceux de Machein et al., pour lesquels une surexpression d’Ang-2 conduisait à un fort 

remodelage vasculaire, une diminution du volume tumoral et une augmentation de la survie 

des animaux (Machein et al., 2004; Valable et al., 2009). Ces divergences de résultats 

pourraient s’expliquer, en autres, par la différence de réseau vasculaire des souris C57BL/6 et 

les rats Fischer 344.  

Dans nos conditions expérimentales, il pourrait être proposé que l’hypoxie ne soit pas 

suffisante ni pour asphyxier la tumeur, ni pour permettre une polarisation des macrophages 

vers un phénotype pro-angiogéniques comme cela a été montré sur le modèle de GB humain 

U251 (Leblond et al., 2015).  

L’angiogenèse et l’inflammation étant modulées par la radiothérapie (RT) et la 

chimiothérapie (CT), nous avons souhaité étudier dans un deuxième temps si les effets de 

l’Ang-2 observés lors de la progression du GB pouvaient être modulés lors de traitement anti-

cancéreux. Au demeurant, ce modèle de GB GL261 a été validé comme pouvant être pertinent 

pour évaluer les effets anti-tumoraux de différentes modalités dont la CT et la RT (Szatmári et 

al., 2006).
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Cette partie du travail de thèse a consisté dans un premier temps à définir et 

caractériser un protocole de radiochimiothérapie (RCT) efficace pour le modèle préclinique de 

GB, GL261. Ainsi dans un second temps, nous avons pu évaluer l’effet de l’Ang-2 sur la réponse 

à ce traitement. Dans cet objectif et afin de mimer la situation clinique, nous avons établi un 

protocole de traitement permettant une récurrence tumorale, reflet d’une résistance aux 

traitements conventionnels similaire à celle observée chez le patient. 

 

II.1 Évaluation in vitro de la cytotoxicité de la radiochimiothérapie sur le modèle de 

glioblastome GL261 

Des études préliminaires ont été menées afin d’établir la sensibilité des cellules 

GL261-wt au traitement de chimiothérapie (CT) par temozolomide (TMZ) et de radiothérapie 

(RT). 

Actuellement, l’enzyme MGMT est considérée comme le facteur prédictif de la 

réponse des GB au TMZ (Hegi et al., 2005). En effet, l’effet cytotoxique du TMZ est due aux 

méthylations de l’ADN au niveau des adénines et majoritairement des guanines. La MGMT, 

enzyme de réparation de l’ADN ayant la capacité de déméthyler l’ADN, contrecarre ainsi la 

cytotoxicité du TMZ. L’effet protecteur de la MGMT vis-à-vis du TMZ est donc dépendant de 

la méthylation du promoteur de son gène : lorsque le promoteur du gène de la MGMT est 

méthylé, la protéine n’est pas exprimée et donc le TMZ peut exercer son effet cytotoxique. 

Actuellement, différentes techniques existent pour étudier la méthylation du promoteur du 

gène MGMT telles la PCR spécifique de la méthylation et le pyroséquençage. Toutefois, 

contrairement à l’Homme, l’état de méthylation des ilôts CpG du gène MGMT n’étant pas 

connu chez la souris, nous avons vérifié au préalable par un test clonogénique que les cellules 

GL261-wt étaient sensibles au TMZ. La courbe dose-réponse obtenue et présentée sur la 

Figure 87A montre que, 10 jours après une exposition à la CT (100 µM), plus de 90 % des 

cellules sont mortes. 

Nous avons ensuite évalué la radiosensibilité des cellules GL261-wt après une 

exposition à un protocole de RCT et de RT seule. Dans cet objectif, les cellules, ensemencées 

à très faible densité ont été exposées à différentes doses de RX allant de 0 à 6 Gy en présence 

ou non de TMZ (100 µM) appliqué 2 h avant l’irradiation. Les cellules ayant survécu à la RT 
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combinée ou non au TMZ se développent en formant des colonies comme illustrées sur la 

Figure 87B. La quantification du nombre de colonies en fonction de la dose d’irradiation 

permet d’établir les courbes de survie (Figure 87B) et de quantifier différents paramètres de 

radiobiologie (Figure 87C).  

La SF2 (fraction de survie à 2 Gy) est le paramètre radiobiologique le plus couramment 

utilisé pour comparer la radiosensibilité intrinsèque de différents types cellulaires. La D37, 

également dénommé D0, correspond à la dose létale moyenne et reflète aussi la 

radiosensibilité des cellules. En accord avec les observations des tests de colonies, les 

paramètres de radiobiologie issus des courbes de survie ne présentent pas de différences 

significatives entre la cytotoxicité de la RCT comparée à la RT seule. Ainsi, les résultats pour 

les cellules GL261-wt exposées à la RCT montrent une SF2 de 34,90 ± 2,35 % et une D37 de 

1,89 ± 0,11 Gy versus une SF2 de 42,13 ± 7,54 % (p=0,19) et une D37 de 2,24 ± 0,35 Gy (p=0,18) 

lorsque celles-ci sont exposées exclusivement à la RT (Figure 87C).  

Figure 87 : Étude de la chimio- et radiosensibilité des cellules tumorales GL261-wt 

A : Illustration des colonies et courbes de survie des cellules GL261-wt exposées à des doses croissantes de 
témozolomide (TMZ). Moyenne ± écart-type, N=3, n=3. B : Illustration des colonies et courbes de survie des 
cellules GL261-wt exposées à des doses croissantes de radiothérapie (RT, noir) et radiochimiothérapie (RCT, 
rouge). Moyenne ± écart-type, N=3, n=3. C : Paramètres radiobiologiques de SF2 (fraction de survie à 2 Gy) et 
D37 (dose nécessaire pour induire 37 % de survie cellulaire) obtenus après détermination des droites d’équations 
selon le modèle linéaire quadratique (SF=e-αD+βD²). Moyenne ± écart-type, N=3, n=3. Test de Student non 
significatif.  
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Dans ces conditions expérimentales, la présence de TMZ ne semble pas avoir 

radiosensibilisé les cellules GL261-wt.  

 
Le test de clonogénicité permet d’appréhender la radiorésistance des cellules 

tumorales sur le long terme. Ainsi, nous avons complété ces données par des études du cycle 

cellulaire de façon à déterminer si les lésions à l’ADN induites par les traitements 

s’accompagnaient d’une modification de la répartition des cellules dans les différentes phases 

du cycle cellulaire. En effet, lorsqu'une lésion à l'ADN existe, le cycle cellulaire peut être arrêté 

soit en phase G1, (la cellule n'effectue alors pas la transition G1/S), soit en phase S (la cellule 

bloque alors la réplication de l’ADN pour réparer les dommages à l’ADN), soit en phase G2/M 

(alors, la cellule ne rentre pas en mitose correctement, le cycle est arrêté pour permettre à la 

cellule de réparer). Le cycle cellulaire des cellules tumorales a donc été étudié à différents 

temps post-traitement (14h, 24h, 48h, 72 h et 6 jours). 

En réponse à la RT en dose unique (8 Gy), l’analyse du cycle cellulaire fait apparaitre 

un arrêt précoce des cellules GL261-wt dans la phase G2/M du cycle cellulaire, 14 h 

post-irradiation, au dépend des cellules présentes dans la phase G0/G1(Figure 88A). Cet arrêt 

des cellules en phase G2/M est toutefois transitoire. En effet, à partir de 24 h post-irradiation, 

la répartition des cellules GL261-wt dans les différentes phases du cycle cellulaire tend à 

revenir à l’état de base. Puis, comme en témoigne l’augmentation du nombre de cellules en 

phase subG1, à partir de 72 h, une mort par apoptose se déclenche et augmente 

progressivement pour atteindre 36,68 ± 0,15 % à J6 post-RT (Figure 88A). 

En réponse à la RCT concomitante (TMZ : 100 µM et RX : 8 Gy), tout comme en réponse 

à la RT seule, les cellules tumorales s’arrêtent précocement, dans la phase G2/M du cycle 

cellulaire 14 h après traitement. Toutefois, cet arrêt concerne une plus faible proportion de 

cellules par comparaison à la RT seule (Figures 88A, B). De même, bien que le traitement 

s’accompagne au cours du temps d’une augmentation du nombre de cellules probablement 

destinées à mourir par apoptose, la proportion de cellules dans la phase subG1 est également 

plus faible et atteint 25,65 ± 5,91 % à J6 (Figure 88B). Ce résultat pourrait être à rapprocher de 

celui présenté en Figure 87 et pour lequel nous n’avons pas observé d’effet radiosensibilisant du 

TMZ pour ces cellules GL261-wt. 
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Des analyses cinétiques du cycle cellulaire suite à un traitement de CT sur les cellules 

tumorales ont également été réalisées pour mieux appréhender les résultats obtenus après 

RCT qui sont relativement similaires à ceux observés après RT seule. Ainsi, comme présenté 

sur la Figure 88C l’analyse du cycle cellulaire après un traitement à 100 µM de TMZ, permet 

de visualiser certes un arrêt des cellules dans la phase G2/M du cycle cellulaire, cependant 

moins important et plus tardif (temps 48h) que pour les cellules exposées à la RT et RCT 

(Figures 88 A, B, C). De plus, 3 jours post-CT, seuls 5,35 % des cellules traités sont en phase 

subG1 pour n’atteindre que 7,34 % au temps J6 (Figure 88C). 

 

Figure 88 : Analyse du cycle cellulaire des cellules GL261-wt exposée à la chimiothérapie, la 
radiothérapie et la radiochimiothérapie 

La répartition des cellules dans le cycle cellulaire a été étudié par cytométrie de flux à différents temps 
post-traitement. A : Suivi temporel des cellules GL261-wt exposées à la RT (8 Gy). Moyenne ± écart-type, N=3. 
B : Suivi temporel des cellules GL261-wt exposées à la RCT (100 µM et 8 Gy). Moyenne ± écart-type, N=3. C : Suivi 
temporel des cellules GL261-wt exposées à la CT (100 µM). Moyenne ± écart-type, N=3. 
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Cette étude réalisée in vitro indique, que dans nos conditions expérimentales, les 

cellules GL261-wt sont sensibles à la RCT. Nous avons donc par la suite évalué in vivo, la 

réponse des tumeurs issues de l’implantation de cellules GL261-wt à la RCT. Dans cet objectif, 

les cellules de GB GL261-wt ont été implantées dans le striatum de souris C57BL/6. 

 

II.2 Évaluation in vivo des effets de la radiochimiothérapie sur le modèle de glioblastome 

GL261 

 Validation du protocole de radiochimiothérapie 

 A partir des données obtenues in vitro et celles de la littérature issues 

d’expérimentation in vivo sur le modèle de GB GL261 (Szatmári et al., 2006), nous avons 

développé et caractérisé un protocole de RCT fractionnée pour lequel la RT (3 x 4 Gy) est 

associée à une administration de TMZ (3 x 10 mg/kg). 

Sur la base d’une étude préliminaire caractérisant l’évolution de la progression 

tumorale, le traitement fractionné débute 7 jours après l’implantation des cellules tumorales, 

afin que celui-ci ait lieu à l’initiation de la phase exponentielle de la croissance tumorales 

(Figure 89). A ce temps, le volume tumoral est compris entre 2 et 5 mm3 correspondant à 1 à 

2 % du volume cérébral chez la souris. Ce volume se rapproche des conditions cliniques chez 

l’Homme en pré-opératoire pour lequel le volume moyen du GB représente environ 2% du 

volume cérébral (Bette et al., 2018). Le fractionnement du traitement se poursuit aux jours 9 

et 11 post-implantation, soit un protocole de RCT décomposé en 3 fractions où chacune est 

espacée de 48 h (Figure 89). 

Comme le montre la Figure 89, suite à ce traitement, la progression des tumeurs 

GL261-wt est stoppée, les tumeurs sont contenues pendant 20 jours, puis une récurrence est 

observée. En phase de récurrence, les tumeurs traitées par RCT prolifèrent à la même vitesse 

que les tumeurs non traitées. 
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Cette étude préliminaire de validation des modalités de traitements, nous a permis 

d’envisager une étude de plus grande envergure pour caractériser de façon longitudinale la 

progression tumorale en réponse à ce traitement de RCT. 

 

 Étude des effets de la radiochimiothérapie sur la progression tumorale  

L’efficacité de la RCT combinée a été évaluée en étudiant par IRM l’évolution du 

volume tumoral des animaux ainsi que la survie des animaux et en comparant ces effets à ceux 

obtenus pour chacun des traitements (Figure 90A). 

 
A partir des images issues de l’IRM T2w (Figure 90), il est possible de les exploiter 

quantitativement afin de déterminer le volume tumoral (Figure 90C) mais aussi 

qualitativement car cette séquence permet également d’obtenir des informations sur le plan 

biologique. Par exemple, la nécrose témoin d’une mort cellulaire apparaîtra en hypersignal 

(blanc sur l’image) (Figure 90B, flèche jaune). A partir des données d’imagerie (Figure 90B), 

l’analyse quantitative du volume tumoral indique que le protocole d’administration de CT 

établie (3 x 10 mg/kg de TMZ), basé sur les travaux de Pérès et al., ne présente aucun bénéfice 

Figure 89 : Étude préliminaire des effets de la radiochimiothérapie fractionnée sur le modèle 
GL261 

Le protocole de radiochimiothérapie (RCT) défini consiste à appliquer 3 fractions aux jours J7, J9 et J11. 
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thérapeutique par rapport aux animaux GL261-wt non traités puisque les courbes de 

progression tumorale sont similaires entre le groupe non traité et le groupe traité par CT seule 

(p=0,58) (Pérès et al., 2014). En revanche, le protocole de RT en dose fractionnée (3 x 4 Gy de 

RX) diminue la croissance tumorale (p<0,05) avec une récurrence qui intervient dès le temps 

J25. Des résultats comparables sont observés en réponse à la RCT (3 x 4 Gy et 3 x 10 mg/kg) 

avec toutefois une récurrence qui intervient plus tardivement (p<0,05). Par exemple, les 

animaux traités par RT atteignent le volume tumoral de 30 mm3 à J16 post-RT alors que les 

animaux traités par RCT atteignent ce même volume à J26 post-RCT (Figure 90C). 

Les résultats de l’étude de survie des animaux corroborent ceux des volumes 

tumoraux. En effet, l’étude de la survie des animaux montre une médiane de survie de 15 

jours pour les animaux GL261-wt non traités et GL261-wt traités par CT (p=0,96) (Figure 90D). 

En réponse à la RT, la médiane de survie des animaux est de 28 jours (p<0,05), ce qui revient 

à dire que ce traitement seul double pratiquement la survie de ces animaux par comparaison 

aux animaux non traités ou traités par CT. En revanche, la CT apportée de façon concomitante 

à la RT semble potentialiser l’effet de la RT bien que l’augmentation de la survie des animaux 

exposés à la RCT ne soit pas significative par comparaison à la survie des animaux traités par 

RT seule (p=0,073). En effet, suite à la RCT, la médiane de survie est de 33 jours, ce qui 

représente une augmentation de 120 % par rapport au groupe non traités et de 18 % par 

comparaison aux animaux traités par RT seule (Figure 90D). De façon intéressante, le profil de 

survie des animaux obtenu dans cette étude reflète le profil de survie globale des patients de 

l’essai clinique de phase III EORTC/NCIC comparant le bénéfice d’un traitement associant la 

radiothérapie au TMZ par rapport à la radiothérapie seule (Stupp et al., 2005). Que ce soit par 

l’observation ou par l’analyse des données d’imagerie, nous avons montré que le protocole 

RCT est plus efficace que chacun des traitements testés individuellement (CT ou RT). 

Toutefois, cette efficacité n’est que transitoire puisqu’au temps J42 la tumeur a repris sa 

croissance (Figure 90B). 
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Ainsi, comme attendu, l’étude de la réponse tumorale aux différents traitements, 

montre qu’in vivo la RCT est le traitement le plus efficace pour ralentir la croissance tumorale. 

Cependant, les données in vitro, issues de l’étude du cycle cellulaire ou de clonogénicité, ne 

semblent pas indiquer de valeur ajoutée de la RCT par rapport à la RT sur la mort des cellules 

tumorales. C’est pourquoi, nous avons émis l’hypothèse que l’environnement tumoral 

pourrait influer sur l’efficacité de ces traitements. Nous nous sommes particulièrement 

Figure 90 : Étude de l’effet des différents traitements sur la croissance tumorale 

A : Protocole expérimental du suivi longitudinal par IRM de la croissance des tumeurs GL261-wt en réponse aux 
traitements appliqués. B : Imagerie pondérée T2 (T2w) représentative des groupes de tumeurs au cours du 
temps. C : Evaluation des volumes tumoraux des groupes GL261-wt non traité (n=4) et traités par CT (n=4), RT 
(n=4), RCT (n=4). Moyenne ± écart-type. *p<0,05 vs groupe contrôle et $ p<0,05 vs groupe RT. Test ANOVA à 2 
facteurs (groupe et temps). D : Courbes de survie de Kaplan-Meier des animaux porteurs de tumeurs GL261-wt 
non traité (n=4) et traités par CT (n=4), RT (n=4), RCT (n=4) ; *p<0,05 vs groupe contrôle. Test de logrank.  
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intéressés au compartiment vasculaire, voie d’entrée de la CT et qui comme nous l’avons 

décrit en introduction de ce manuscrit est particulièrement sensible à la RT. 

 

 Effets de la radiochimiothérapie sur le compartiment vasculaire 

Parallèlement à l’étude menée par IRM, des études immunohistologiques ont été 

réalisées sur des coupes de cerveaux d’animaux porteurs de tumeurs traitées ou non. Afin de 

s’affranchir d’un effet potentiel du volume tumoral sur son microenvironnement, les cerveaux 

des animaux ont été prélevés lorsque des volumes tumoraux similaires étaient atteints 

(~50 mm3). L’impact des différents traitements thérapeutiques (CT, RT, RCT) sur le 

compartiment vasculaire des tumeurs GL261-wt a été étudié par immunohistologie. 

 
Sur le plan morphologique, comme décrit précédemment pour la Figure 81A, nous 

avons retrouvé pour les animaux GL261-wt non traités, des vaisseaux tumoraux qui 

présentent des anomalies de structure par comparaison au tissu sain (Figure 91A). En réponse 

aux traitements, bien que sur le plan morphologique, chaque traitement semble accentuer les 

défauts structurels des vaisseaux présents dans la tumeur, seule la RT induit une diminution 

de la densité vasculaire (Figures 91A, B). En effet, suite à ce traitement, l’analyse quantitative 

de l’immunomarquage CD31 révèle une diminution de la surface vasculaire d’environ 50 % 

par comparaison aux 3 autres groupes qui présentent des densités vasculaires sensiblement 

équivalentes (Figure 91B). Par exemple, l’analyse quantitative des tumeurs GL261-wt non 

traitées indique une surface vasculaire de 8,07 ± 0,02 % alors que les groupes GL261-wt traités 

par CT et par RCT ont respectivement une surface vasculaire de 9,26 ± 0,05 % et 7,40 %. En 

réponse au traitement de RT, la proportion d’immunomarquage CD31 n’est plus que de 

3,73 ± 1,05 %.  
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Figure 91 : Analyses immunohistologiques de l’effet des différents traitements sur la 
vascularisation tumorale 

A : Analyse morphologique des vaisseaux dans les tumeur GL261-wt non traitées et traitées par chimiothérapie 
(CT), radiothérapie (RT) et radiochimiothérapie (RCT). Les vaisseaux sont mis en évidence par un 
immunomarquage des cellules endothéliales avec un anticorps anti-CD31. Barre d’échelle = 100 µm. B : Analyse 
de la surface vasculaire dans les tumeurs contrôle non traitées (n=2) et traitées par CT (n=2), RT (n=2) et RCT 
(n=1). Moyenne ± écart-type. 

 

L’étude réalisée in vivo a permis de montrer qu’outre les cellules tumorales, les 

vaisseaux de la tumeur sont affectés sur le plan structural par les différents traitements. Ces 

observations suggèrent que les cellules endothéliales puissent également présenter une 

certaine sensibilité aux différents traitements. Dans la littérature, peu d’études s’adressent à 

la caractérisation de la chimio- et radiosensibilité des cellules endothéliales des 

microvaisseaux cérébraux. C’est pourquoi, nous avons cherché à établir in vitro, quelle était 

la sensibilité des cellules de la lignée bEnd.3, cellules endothéliales obtenues à partir de 

microvaisseaux du cortex cérébral de souris, qui par leur capacité de prolifération nous 

permettent de nous rapprocher d’un contexte d’angiogenèse tumorale.  

Comme pour les cellules tumorales, le test de clonogénicité a été réalisé pour évaluer 

la sensibilité des cellules endothéliales à la CT, RT et RCT. Le dénombrement des colonies, 

permettant d’établir les courbes de survie, est effectué 7 jours après traitement. 
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Par ce test, aucun effet cytotoxique du TMZ n’a été observé pour ces cellules 

endothéliales comme l’illustre la Figure 92A. 

En revanche, l’observation du nombre de colonie formées après RT et RCT 

(Figures 92B) révèle que les cellules de la lignée bEnd.3 semblent plus résistantes à la RCT qu’à 

la RT seule. Toutefois, les paramètres radiobiologiques obtenue ne montrent aucune 

différence significative de la SF2 (p=0,099) et de la D37 (p=0,128) entre ces conditions 

(Figure 92C). 

  

Figure 92 : Étude de la chimio- et radiosensibilité des cellules endothéliales bEnd.3 

A : Illustration des colonies et courbes de survie des cellules bEnd.3 exposées à des doses croissantes de 
témozolomide (TMZ). Moyenne ± écart-type, N=4, n=3. B : Illustration des colonies et courbes de survie des 
cellules bEnd.3 exposées à des doses croissantes de radiothérapie (RT, noir) et radiochimiothérapie (RCT, rouge). 
Moyenne ± écart-type, N=6, n=3 pour les conditions RT et N=3, n=3 pour les conditions RCT. C : Paramètres 
radiobiologiques de SF2 (fraction de survie à 2 Gy) et D37 (dose nécessaire pour induire 37 % de survie cellulaire) 
obtenus après détermination des droites d’équations selon le modèle linéaire quadratique (SF=e-αD+βD²). 
Moyenne ± écart-type, N=6, n=3 pour les conditions RT et N=3, n=3 pour les conditions RCT. Test de Student non 
significatif.  
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II.3 Conclusion/Discussion 

L’objectif de cette étude était de définir et caractériser un protocole de traitement 

combinant la CT au TMZ à la RT sur le modèle murin de GB GL261. Ce protocole devait aboutir 

à une récidive tumorale afin de permettre d’étudier dans un second temps, l’influence d’un 

apport d’Ang-2 sur l’efficacité de ce traitement. 

 
Paradoxalement, alors qu’il existe une recherche intense afin d’optimiser l’efficacité 

des traitements conventionnels de RT et CT pour les GB, les études précliniques développées 

afin d’apporter la preuve de concept, intègrent rarement ce protocole de RCT. Or, ce 

traitement dénommé « protocole Stupp » demeure le traitement de première ligne des GB et 

repose sur une RT fractionnée (la dose est de 60 Gy en 30 fractions de 2 Gy par jour) en 

association avec le TMZ (75 mg/m², 5 jours par semaine). (Stupp et al., 2005). Le concept à 

l’origine de cette combinaison de traitement reposait sur le constat selon lequel les cellules 

tumorales présentant des arrêts dans le cycle cellulaire sont plus sensibles à la RT. Stupp a 

ainsi proposé d’associer le TMZ à la RT car le TMZ induit un arrêt des cellules tumorales en 

phase G2/M du cycle cellulaire (Dillon et al., 2014). Le TMZ est donc considéré comme un 

radiosensibilisant. 

Le protocole clinique de RT résulte, quant à lui, d’un compromis entre l’efficacité 

recherchée et la toxicité acceptable. Actuellement, si la valeur ajoutée du fractionnement de 

la dose n’est pas contestée, il est de plus en plus envisagé à l’échelle de la recherche clinique 

de déposer de plus fortes doses de rayons X en un minimum de fraction soit un 

hypofractionnement de la RT (Mann et al., 2018). 

Sur la base du protocole clinique, des données de la littérature et des contraintes 

inhérentes à l’expérimentation animale, nous avons adopté un protocole de RT 

hypofractionnée et conformationnelle (3 x 4 Gy) combinée à une administration concomitante 

de TMZ à une dose de 10 mg/kg qui est l’équivalent de la dose appliquée chez l’Homme : 

75 mg/m2 chez l’Homme. Ce protocole a été appliqué sur une semaine, avec un délai de 48 h 

entre chaque fraction. 

L’étude longitudinale par IRM des animaux porteurs de tumeur GL261-wt a permis de 

vérifier que ce protocole conduisait à une récurrence de la tumeur. Nous avons ensuite mené 

une étude comparative afin d’évaluer le bénéfice thérapeutique de chaque traitement. Ainsi 

l’étude de la progression tumorale et de la survie des animaux a conforté l’intérêt de combiner 
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la CT à la RT, modalité qui présente le maximum d’efficacité. Toutefois, l’effet 

radiosensibilisant du TMZ n’a pas été retrouvé in vitro, comme en témoigne les résultats du 

test clonogénique comparant l’effet de la RT et RCT sur les cellules GL261-wt. Cette divergence 

de résultats peut s’expliquer en partie par une différence de protocole de RCT appliqué entre 

l’étude in vivo (3 fractions) et in vitro (1 fraction). En effet, in vitro, le traitement des cellules 

au TMZ est appliqué 2 h avant la RT, alors que les résultats présentés en réponse à la CT seule, 

montre bien un arrêt des cellules GL261-wt en phase G2/M, mais celui-ci est intervient plus 

tardivement (48h) et ne permettrait de radiosensibiliser les cellules tumorales. Sur la base de 

ces données obtenues in vitro, la RCT a été appliquée chez les animaux, avec des intervalles 

de 48 h entre chaque fraction, de façon à optimiser l’effet radiosensibilisant du TMZ. Dans ces 

conditions, nous retrouvons effectivement un meilleur effet thérapeutique de la RCT par 

comparaison à la RT, tel qu’il est retrouvé chez l’Homme (Stupp et al., 2009).  

Parallèlement, nous avons caractérisé la réponse du compartiment vasculaire aux 

différentes modalités de traitement (CT, RT et RCT). 

Comme nous l’avons décrit en introduction de ce manuscrit, les effets observés en 

réponse à la RT dépendent du protocole d’irradiation (dose totale, unique ou fractionnée) 

(Bonnaud et al., 2007; Cervelli et al., 2014; Lafargue et al., 2017; Paris et al., 2001; Sofia Vala 

et al., 2010). En revanche, nous retrouvons sur notre modèle une résistance à la 

chimiothérapie à base de TMZ. Les résultats présentés au cours de cette étude corroborent 

les données de la littérature. En effet, les données quantitatives issues de l’étude 

immunohistologique montrent que la densité vasculaire des tumeurs GL261-wt traitées par la 

CT seule est équivalente à celle des animaux non traités. En accord avec ces données, in vitro, 

aucun effet cytotoxique de la CT n’a été observé sur la lignée de cellules endothéliales bEnd.3 

issues de microvaisseaux cérébraux de souris. Cette chimiorésistance des cellules 

endothéliales serait due à un reflux important du TMZ, en raison d’une forte expression des 

transporteurs ABC sur ces cellules (Wijaia et al., 2017).  

Alors que la radiosensibilité des cellules endothéliales dépend tant du statut de 

prolifération de ces cellules (quiescence versus prolifération) que de la nature des vaisseaux 

(macro- ou microvaisseaux) et du tissu concerné, peu d’études s’adressent à la caractérisation 

de la radiosensibilité des cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux. C’est pourquoi 

nous avons utilisé les cellules bEnd.3, qui par leur capacité à proliférer se rapprochent d’un 
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contexte d’angiogenèse tumorale. Toutefois, bien que ces cellules présentent les 

caractéristiques majeures des cellules endothéliales primaires de vaisseaux cérébraux 

(Watanabe et al., 2013), il pourrait être pertinent de reproduire ces expériences de 

cytotoxicité sur des cultures primaires de cellules endothéliales issues de microvaisseaux 

prélevés dans les tumeurs (Xiao et al., 2015).  

En revanche, in vivo, la RT conduit à une atteinte de la vascularisation tumorale. En 

effet, suite à une irradiation de 3 x 4 Gy, nous avons observé une régression vasculaire 

d’environ 50 % par rapport à la densité vasculaire des tumeurs contrôles. Comme nous l’avons 

rappelé en introduction de ce manuscrit selon la modalité de traitement aux RX utilisée, les 

effets sur la vascularisation peuvent être opposés. Il est généralement admis et de façon 

schématique qu’une dose unique (> 10 Gy) conduirait à une mort des cellules endothéliales et 

des altérations hémodynamiques des vaisseaux, alors qu’une irradiation fractionnée à faible 

dose (< 10 Gy) serait favorable à une activation des cellules endothéliales et au processus 

angiogénique. Les effets observés sur la vascularisation des tumeurs GL261-wt avec un 

protocole hypofractionnée et une dose totale de 12 Gy se rapprocheraient de ceux décrits 

pour une dose unique de RT. En accord avec ces résultats, une étude réalisée au sein de 

l’équipe CERVOxy, sur un modèle orthotopique de GB humain (U87) exposé à une irradiation 

fractionnée (3 x 10 Gy) a montré des perturbations morphologiques et hémodynamiques du 

réseau vasculaire de la tumeur U87 (Thèse A Gérault, 2015). Ce protocole d’irradiation conduit 

en effet à une diminution du volume sanguin cérébral (VSC) associé à une diminution de la 

densité vasculaire. 

Il aurait été intéressant de compléter l’étude immunohistologique présentée dans ce 

document, par une étude d’IRM vasculaire afin de préciser notamment l’évolution du VSC, de 

la perméabilité vasculaire qui auraient renforcé les données morphologiques. De même une 

étude protéomique aurait permis de proposer les mécanismes moléculaires à l’origine des 

perturbations du réseau vasculaire suite à une irradiation Parmi les mécanismes moléculaires 

avancés, il a été notamment proposé qu’un déséquilibre d’expression entre le VEGF et les 

Ang-1 et Ang-2 pourrait notamment expliquer les défauts de structure des vaisseaux tumoraux 

(Greene-Schloesser et al., 2012; Lee et al., 2011; Thèse A Gérault, 2015). En outre une 

irradiation de 10 Gy induit une augmentation d’expression des ARNm d’Ang-2 au niveau 

cérébral (Lee et al., 2011). Ce déséquilibre d’expression des facteurs angiogéniques 
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permettrait notamment d’expliquer les anomalies structurales des vaisseaux que nous avons 

décrites et la régression vasculaire associée conduisant à une raréfaction des vaisseaux. 

L’analyse de la vascularisation par IRM aurait également été utile pour interpréter les 

résultats obtenus suite au protocole de RCT. En effet, la régression vasculaire post-RT n’est 

pas observée lorsque la RT est combinée à la CT, alors que les vaisseaux de la tumeur ne 

présentent pas de différences majeures sur le plan morphologique selon les traitements. Ces 

données ne peuvent être confrontées à celles de la littérature, car à notre connaissance et 

comme nous l’avons souligné en introduction de ce chapitre de discussion, il n’existe que peu 

d‘études intégrant les deux modalités de traitements (CT et RT) et aucune ne s’est intéressée 

à évaluer les conséquences de cette combinaison de traitement sur le compartiment 

vasculaire cérébral. Il serait donc intéressant de comparer les propriétés des vaisseaux des 

tumeurs entre les groupes traités à la CT seule et RCT, de façon à identifier les modifications 

structurelles et fonctionnelles de ces vaisseaux qui pourraient conduire à une normalisation 

vasculaire. L’IRM vasculaire, quant à elle, permettrait d’appréhender la perméabilité, la 

perfusion de ces vaisseaux et de les comparer à celles des vaisseaux du tissu sain. Ces données 

vasculaires sont majeures dans un contexte de traitement puisque l’accessibilité des 

traitements dépend de l’intégrité de la BHE mais aussi de la fonctionnalité de ces vaisseaux.  

 

De plus, les modifications de la vascularisation pourraient être à l’origine d’une hypoxie 

au sein de la tumeur. Il serait ainsi nécessaire d’évaluer l’hypoxie sur le modèle de GB GL261 

et de comparer les effets des différentes modalités de traitement sur l’évolution de cette 

hypoxie tumorale. Cette information métabolique serait pertinente car l’hypoxie aura tant des 

conséquences sur l’efficacité des traitements que sur la progression tumorale. Par exemple, 

l’hypoxie augmentera la résistance des cellules tumorales à la RT mais favorisera aussi le 

recrutement des cellules inflammatoires et le devenir de ces cellules (Leblond et al., 2015; 

Murdoch et al., 2004).  

 

Par ailleurs, les différents traitements vont également influer sur le compartiment 

infllammatoire Bien que les données concernant la réponse des macrophages au TMZ soient 

fragmentaires, ces cellules semblent résistantes au TMZ (Bauer et al., 2012; Briegert and 

Kaina, 2007). En revanche, à l’image de la vascularisation, les effets de la RT sur les 
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macrophages sont dépendant de la dose d’irradiation. Suite à de faibles doses de RT, 

l’inflammation intratumorale serait « bénéfique » puisque le phénotype M1 est le plus 

représenté au sein des TAMs (Klug et al., 2013; Stessin et al., 2020), alors qu’en réponse à une 

irradiation à fortes doses, un environnement inflammatoire pro-tumoral est favorisé par la 

présence des macrophages M2 (Leblond et al., 2017; Okubo et al., 2016; Seifert et al., 2016). 

Il aurait donc été informatif de mener une étude comparative de l’effet de ces différents 

traitements sur la réponse inflammatoire. Cependant, rappelons que l’objectif de cette étude 

était de valider un modèle de récidive utilisant les traitements standards afin d’étudier 

l’influence de l’Ang-2 sur la réponse thérapeutique en nous focalisant sur le compartiment 

vasculaire et inflammatoire. Ces deux compartiments ont donc été étudiés dans la partie 

consacrée à cette étude. 
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III.1 Avant-propos de l’article soumis à Cancers 

Les GB sont des tumeurs richement vascularisées et très inflammatoires. Un certain 

nombre de données cliniques suggère que, tout comme le VEGF, l’Ang-2 participerait au 

remodelage vasculaire observé dans ces tumeurs. Plus récemment, un rôle de cette cytokine 

dans les processus d’inflammation a été également décrit notamment dans un contexte de 

tumeurs. Les travaux précédemment exposés dans ce manuscrit ont ainsi montré sur un 

modèle préclinique de GB syngénique qu’une surexpression d’Ang-2 conduisait à une 

régression vasculaire et à un recrutement de cellules inflammatoires au sein de ces tumeurs 

sans toutefois modifier le volume tumoral ni la survie des animaux porteurs d’une tumeur 

orthotopique GL261.  

En clinique, les patients atteints de GB bénéficient après chirurgie, d’un traitement de 

radiochimiothérapie (RCT), qui prolonge la survie de certains patients sans toutefois 

permettre d’atteindre une rémission. Au-delà de la réponse des cellules tumorales à ce 

traitement, il est clairement établi que les compartiments vasculaire et inflammatoire 

évoluent au cours de ce traitement et qu’ils pourront conditionner la réponse thérapeutique 

de ces patients. 

Dans ce contexte, nous avons cherché à déterminer quel était l’influence de la 

surexpression de l’Ang-2 sur la réponse des GB au traitements conventionnels. Nous avons 

appliqué le protocole de RCT décrit et validé dans la partie 2 des résultats de ce manuscrit sur 

les tumeurs issues de l’implantation de cellules GL261-Ang2. 

L’action de l’Ang-2 demeure cependant difficile à appréhender car l’action autocrine 

ou paracrine de ce facteur dépend notamment du contexte cellulaire, tissulaire, de sa 

concentration, de la présence concomitante d’autres facteurs vasculaires ou inflammatoires 

(Kim et al., 2000a; Korhonen et al., 2016; Maisonpierre et al., 1997; Souma et al., 2018). 

En réponse aux traitements, des mécanismes de compensation peuvent également 

perturber l’expression de cette cytokine. C’est ainsi qu’il a été montré en clinique qu’une 

surexpression d’Ang-2 était un mécanisme d’échappement au traitement anti-VEGF appliqué 

aux GB (Labussière et al., 2016; Scholz et al., 2016). Par ailleurs, une irradiation à dose unique 

conduit à une surexpression d’Ang-2 au niveau cérébral (Lee et al., 2011). Plus récemment, les 



Résultats – Partie 3 

 

Page | 198 
 

travaux de l’équipe d’Alitalo ont notamment rapporté que le blocage de l’activité de l’Ang-2 

sur des cellules endothéliales par un anticorps neutralisant, induisait un rétrocontrôle 

conduisant à une surexpression d’Ang-2 (Kallio et al., 2020). Ces données nous ont amenés à 

étudier si la RCT pouvait moduler l’expression de l’Ang-2 au sein des cellules tumorales. 

 

III.2 Effet de la radiochimiothérapie sur l’expression de l’Ang-2 dans les cellules GL261 

Les cellules GL261-wt et GL261-Ang2 ont été exposées à la RCT (3 x 4 Gy en présence 

de TMZ 100 µM), protocole se rapprochant de celui que nous avons utilisé in vivo. Comme 

l’illustre la Figure 93, ce traitement induit une augmentation de l’Ang-2 tant une niveau 

transcriptomique (Figure 93A) que protéique (Figure 93B) dans les deux types cellulaires. 

Cependant, cette augmentation d’expression des ARNm en réponse à la RCT est beaucoup 

plus marquée pour les cellules GL261-Ang2 (environ 20 fois) par comparaison aux cellules 

GL261-wt pour lesquelles le traitement de RCT augmente l’expression des ARNm de l’Ang-2 

d’environ 3 (Figure 93A). Ce résultat a été confirmée pour les cellules GL261-Ang2 au niveau 

protéique, avec toutefois une amplitude plus faible (environ 2 fois) (Figure 93B). En revanche, 

aucune expression de cette cytokine n’a été détectée par le dosage ELISA pour les cellules 

GL261-wt et ce quel que soit la condition (Figure 93B). 

 

Figure 93 : Étude de l’effet de la radiochimiothérapie sur l’expression de l’Ang-2  

A : Expression des ARNm d’Ang-2 normalisée par rapport à l’expression de la cyclophiline dans les cellules 
tumorales GL261-wt et GL261-Ang2, 48 h après une exposition ou non à la radiochimiothérapie (RCT). 
Moyenne ± écart-type, N=2 par condition. C : Concentration de l’Ang-2 dans le surnageant des cellules tumorales 
GL261-wt et GL261-Ang2 exposées ou non à la RCT et déterminée par un test ELISA après 48 h de culture. 
Moyenne ± écart-type, N=2 pour les conditions sans traitement et N=1 pour les conditions RCT. ND : non 
détectable. 
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Ce résultat suggère que, lors de la progression tumorale, la surexpression de l’Ang-2 

sera renforcée par le traitement de RCT pour les tumeurs issues de l’implantation des cellules 

GL261-Ang2 et que cette cytokine pourra, en exerçant un effet paracrine sur le compartiment 

vasculaire et/ou inflammatoire, contribuer à moduler la réponse de ces deux compartiments 

à la RCT. Nous avons cherché à vérifier cette hypothèse lors de l’étude présentée ci-après. 

L’article issu de cette étude illustre les principaux résultats obtenus lorsque les 

animaux porteurs de tumeurs GL261-Ang2 ont été exposés à la RCT. Une étude en cinétique 

a permis de recherche le bénéfice thérapeutique de cette combinaison de traitement en 

évaluant la progression tumorale et la survie des animaux. Les effets de cette modalité de 

traitement sur le compartiment vasculaire et inflammatoire ont été analysés au temps J14 

post-implantation des cellules tumorales. Ce temps d’analyse a été choisi afin de se situer dans 

une phase précoce post-traitement. Ces études menées in vivo ont été complétées par des 

études in vitro.  

Cette étude ayant été menée en cinétique, des résultats complémentaires à ceux 

présentés dans l’article, sont exposés en fin de cette partie 3 des résultats. 
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ABSTRACT 

Glioblastoma (GB) is a highly angiogenic tumor with poor prognosis despite 

radiochemotherapy (RCT). Evidence suggest that RCT induces vascular change and 

inflammation, which contribute to GB recurrence. Angiopoietin-2 (Ang2) is a crucial 

angiogenic factor in GB also involved in inflammation. Our aim was to clarify the role of Ang2 

in RCT-induced changes in tumor environment. The effect of Ang2 overexpression in tumor 

cells was studied on the GL261 syngeneic immunocompetent model of GB in response to 

fractionated RCT. The overexpression of Ang2 improves the efficacy of RCT leading to a 

complete tumor clearance by acting on the tumor, vascular and immune compartments. In 

vitro, Ang2 overexpression in GL261 cells exposed to RCT promotes senescence and induces a 

robust genomic instability leading to mitotic death. Co-culture experiments of GL261-Ang2 
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cells with RAW 264.7 cells resulted in significant increase in macrophage migration, which was 

abrogated by addition of soluble Tie2 receptor. Together these preclinical results suggest that 

besides its angiogenic properties, Ang2, by acting on inflammation, improves the efficacy of 

conventional RCT in preclinical GB model, preventing tumor recurrence. 
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RESEARCH MANUSCRIPT SECTIONS 

 

INTRODUCTION 

Glioblastoma (GB) is the most common and aggressive primary brain tumor in adults [1]. 

Standard treatment for newly diagnosis patients includes maximal safe resection followed by 

radiochemotherapy (RCT). RCT consists in fractionated radiotherapy (RT) combined to 

concomitant and adjuvant cure of chemotherapy (CT) based on Temozolomide (TMZ), known 

as Stupp's regimen [2]. Despite this intensive multimodal treatment, GB patients constantly 

develop tumor recurrence and their median survival rarely exceeds 15 months [3]. The limited 

therapeutic benefit in patients can be attributed to inherent GB cell resistance but also to an 

abnormal tumor microenvironment, such as vascularization and inflammation [4].  

GB progression is highly dependent on its vascularization and the intense and aberrant tumor 

angiogenesis correlates with poor prognosis of patients [5, 6]. The major role of tumor 

microenvironment in tumor progression and treatment efficacy prompted to the 

development of novel therapeutic options such as anti-angiogenic therapies. Due to its central 

role in angiogenesis, inhibition of VEGF (vascular endothelial growth factor) with 

Bevacizumab, a humanized monoclonal antibody, was approved for recurrent GB in 2009 and 

recently as first-line treatment association with RCT for newly diagnosed GB. However, early 

promising results with angiogenesis inhibitors gave way to disappointment [7, 8]. Indeed, 

those tumors present transitory response followed by an escape to anti-VEGF treatment and 

a restoration of tumor progression [9]. This is mainly attributable to the overexpression of 

alternative pro-angiogenic factors that contribute to an adaptive resistance as shown for 

Angiopoietin-2 (Ang2) [10]. Indeed, Ang2, up-regulated during tumor progression, is 
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associated with GB angiogenesis and is even described as a pre-requisite for the induction of 

angiogenesis in these tumors [11–14]. 

Ang2 belongs to the angiopoietin (Ang) family including two major members, Ang1 and Ang2, 

which act through a common tyrosine kinase receptor Tie2, but with antagonistic activities. 

Ang2 was originally thought to block the stabilizing effects of Ang1 on the vasculature, thereby 

facilitating the angiogenic response in presence of VEGF, or inducing vessel regression in the 

absence of VEGF [15]. Nevertheless, conflicting results were reported in the literature 

regarding the role of Ang2 in tumor angiogenesis and growth [16]. Similar contradictory 

results were also reported in GB suggesting a pro- or anti-angiogenic effect of Ang2 in tumors, 

depending on the context [17, 18].  

In another hand, the tumor growth-supportive role of VEGF and Ang2 is not restricted to the 

vascular compartment but also to inflammation in various pathological contexts including 

cancers [19]. During inflammation, endothelial cells are critically involved in regulating 

vascular permeability and inflammatory cell recruitment [20]. This close correlation of 

angiogenesis and inflammation suggested the existence of molecules that trigger both 

angiogenesis and the recruitment of inflammatory cells. Evidence for the capacity of cytokines 

to interfere with inflammatory cell recruitment was previously described, notably for VEGF 

which attracts bone marrow–derived circulating cells [21]. In GB, the infiltrative myeloid 

population, including tumor-associated macrophages (TAM), is the major player of the innate 

immune system and can represent up to 30 % of the tumor mass [22]. These TAM were 

recently described as potential mediators of resistance to anti-VEGF therapy in these brain 

tumors since the degree of TAM infiltration is inversely correlated with survival among these 

GB patients [23]. Ang2, which is involved in the resistance to anti-angiogenic therapies in 
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recurrent GB, might also contribute to  reprogram the tumor immune microenvironment [24, 

25]. This cytokine, derived from endothelial cells, may promote macrophages and neutrophils 

infiltration in a paracrine manner dependent on either β1-integrin and Tie2, respectively [26]. 

In GB, Ang2 might favor leukocytes infiltration by remodeling the tumor vasculature and the 

blood–brain barrier integrity [12]. In particular, Ang2 was recognized as a mediator of the 

homing of a subpopulation of pro-angiogenic TAM, identified as Tie2-expressing macrophages 

(TEM) in human GB [24, 27].  

Based on the key complementary roles of Ang2 and VEGF in tumor angiogenesis, strategies 

targeting both angiogenesis pathways were initially introduced to overcome anti-VEGF 

treatment resistance. Accordingly, in a murine GB model, dual inhibition of VEGF and Ang2 

decreased vessel density associated with a delayed tumor growth and a prolongation of 

animal survival [28, 29]. Consistent with their inflammatory-modulating function, the survival 

benefit of this dual therapy was also associated with TAM recruitment as well as the 

reprogramming of TAM from the pro-tumor phenotype (M2-like) toward the anti-tumor 

(M1-like) phenotype [29]. Although this multi-target therapy delays tumor growth, it fails to 

achieve a long-term inhibition of GL261 tumor growth. More importantly, the therapeutic 

benefit of this anti-angiogenic strategy was altered when combined with either CT or RT [30]. 

Vascular changes and a tumor growth slow-down were observed only when the anti-

Ang2/VEGF-treatment was associated with TMZ. For RT, the best efficacy was obtained with 

anti-VEGF alone whereas RT is known to increase Ang2 in the brain [31]. The discrepancy of 

these results might reflect the context-depend effect of Ang2. To date, the role of Ang2 in 

tumor microenvironment remodeling in response to RCT treatment is not clearly established. 

Since Ang2 is upregulated during GB progression, as well as in response to brain RT, we 
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speculate that this pleiotropic cytokine might play a pivotal role in the remodeling of the 

inflammatory environment in response to RCT. To clarify this point, we generated Ang2-

overexpressing GL261 cells and characterized the evolution of tumor growth, as well as 

inflammation and vascularization, in response to RCT.  

RESULTS 

Ang2 overexpression in glioblastoma cells combined to radiochemotherapy results in 

improved survival of mice bearing brain tumor 

To recapitulate the high level of Ang2 observed in GB patients [12], we generated a stable 

glioma cell line overexpressing Ang2 (GL261-Ang2) and verified the efficacy of the transfection 

at the mRNA level, and the corresponding protein expression (Figure S1 A,B). Both cell lines 

exhibited a similar cell cycle distribution (Figure S1C). 

We next studied the influence of Ang2 overexpression on tumor growth and its response to 

radiochemotherapy (RCT), following the protocol presented on Figure 1A. Tumor growth rate 

was monitored using T2w MRI. No difference in tumor growth was observed between 

untreated GL261-Ang2 and GL261-wt groups (Figure 1B,C) while GL261-Ang2 cell line showed 

a slight slow-down in growth rate compared to GL261-wt cells in vitro (Figure S1D). 

When the tumors reached an equivalent volume of about 2 mm3 (i.e. at 7 days post-cell 

implantation), animals were treated three times with TMZ (10 mg/kg/day, i.p.) combined to 

RT (4 Gy/day) at 7, 9, 11 days. Both groups showed a similar response to RCT with a tumor 

regression 10 days after the last fraction of treatment (Figure 1C). As illustrated on MRI images 

(Figure 1B, D14 and D18), the presence of necrosis in the core of tumors attested of the 

treatment-induced cell death. Although RCT exhibited a significant effect, this one is transient 

and recurrence occurred 14 days after the end of treatment in the GL261-wt group. 
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Interestingly, Ang2 overexpression potentiated the cytotoxic effect of RCT and this effect was 

maintained at least during 3 months post-treatment (Figure 1B,C). According to these results, 

there was a significant survival improvement in the treated group with the combination of 

Ang2 overexpression and RCT. For the four groups of animals, the untreated GL261-Ang2 and 

GL261-wt had a median survival of 17 days and 18 days respectively (Figure 1D). RCT alone 

significantly improved the median survival to 35 days. Impressively, when combining Ang2 

overexpression with RCT, the median survival was still not reached up to 100 days, and 100 % 

of mice were alive at this time point. At the end of study (day 100), MRI analysis attested the 

complete tumor clearance (Figure 1B). We next studied whether the reduction of tumor 

growth was related to a vascular effect of Ang2 overexpression.  
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Figure 1: Combination of radiochemotherapy and Ang2 overexpression in glioblastoma cells improve 
animal survival and induce complete clearance of the brain tumor. 
(A) Experimental protocol to compare the tumor progression of GL261-wt and GL261-Ang2 glioblastoma 
models (untreated groups) and in response to RCT (RCT groups); (B) Longitudinal representative image in 
T2-weighted MRI for the four tumor groups; (C) Longitudinal MRI tumor volume follow-up. For the two 
GL261-wt groups (untreated and RCT), mean ± SD, n=5 and for the two GL261-Ang2 groups (untreated and 
RCT), mean ± SD n=4; (D) Comparative Kaplan-Meier survival curves for the four tumors groups. GL261-wt 
group (n=5) and GL261-Ang2 group (n=4). 
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Ang2 overexpression in glioblastoma cells modulates the tumor vascular change induced by 

radiochemotherapy 

We first examined the blood vessel morphology and density in the tumors among the four 

groups of animals at D14 post-implantation (i.e. 3 days after the last fraction of RCT). This time 

was chosen because it corresponds to an early post-treatment period, allowing the detection 

of potential early differences in the tumor microenvironment between the groups. Figure 2 

depicts the presence of typical vessels in tumors derived from the four groups and in the 

corresponding healthy contralateral hemisphere. Without treatment, as expected, the 

quantitative analysis revealed that the vascular area of GL261-wt and GL261-Ang2 tumors was 

larger than that of the healthy tissue (dash line) (p<0.05) (Figure 2B), a characteristic of tumor 

vessels. These vessels were tortuous and display an abnormal shape (Figure 2A). The 

quantitative analysis confirmed a larger diameter of tumor vessels (p<0.05) compared to 

healthy tissue (Figure 2C). When the tumors were exposed to RCT, the evolution of tumor 

vascularization was also different between the two groups. Whereas the vascularization of the 

GL261-wt tumors was not affected by the treatment, the vascular density decreased for 

GL261-Ang2 tumors treated with RCT (Figure 2A,B). In response to RCT, GL261-wt and 

GL261-Ang2 tumors displayed a vascular network similar to that of the untreated GL261-wt. 

These vessels of the GL261-wt and GL261-Ang2 groups remained enlarged even after 

treatment relative to those of the healthy tissue (Figure 2C). 

Collectively, these results suggest that the vascularization induced during the growth of 

GL261-Ang2 tumors is more sensitive to RCT than those of the control tumors. 
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Figure 2: Ang2 overexpression in glioblastoma cells increase the tumor vascular regression induced by 
radiochemotherapy. 
Tumor vascularization was studied at 14 days post-cell implantation, by CD31 immunostaining and the 
blood vessels were quantified in healthy contralateral hemisphere and in tumors of GL261-wt and GL261-
Ang2 groups, treated or not with RCT. (A) Representative images of CD31 immunostaining in the tumor core 
of GL261-wt, GL261-Ang2 and in healthy hemisphere. Scale bar = 100 µm; (B) Quantitative analysis of 
vascular area. (C) Quantitative analysis of vessel diameter. Dotted line correspond to the mean of healthy 
tissue. n=3 animals for each group. Mean ± SD *p<0.05 vs GL261-wt group, #p<0.05 vs corresponding 
untreated group, $p<0.05 vs healthy tissue ANOVA followed by Tukey’s test. 

Ang2 overexpression in glioblastoma cells combined to radiochemotherapy favors immune 

cells infiltration in glioblastoma 

We then evaluated if Ang2 might affect the recruitment of immune cells into GB. TAMs 

(CD68+) were identified in both untreated groups and to a similar extent (Figure 3A). The 

fractionated treatment has not changed the CD68+ number in GL261-wt tumors (Figure 3A). 

In contrast, when GL261-Ang2 tumors were exposed to RCT, the TAM density increased in 

tumor core at D14 (7.71±0.87 % vs 5.16±0.32 % in GL261-wt tumors, p<0.05) (Figure 3A). Of 

note, among the CD68+ cells, only few were detected in the tumor cores as Tie2+ at the studied 
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times (Figure 3D). On the other hand, 14 days following RCT, no difference was observed in 

myeloid cell population in the blood and in the spleen of tumor bearing mice (Figure S2A)  

For T lymphocytes (Figure 3B,C), we did not detected any significant differences in the 

proportion of CD4+ and CD8+ T cells between GL261-Ang2 and GL261-wt tumors. However, a 

decrease of these immune cells (about 50 %), was observed after RCT for both animal groups 

(Figure 3B,C). In presence or not of RCT, the CD4+/CD8+ ratio (around 1-1.5/3) was in favor of 

the CD8+ lymphocytes in the GL261-wt as well as in GL261-Ang2 tumors whereas this ratio was 

inversed in the blood and in the spleen of tumor bearing mice (Figure S2B). No differences 

between the tumor groups was detected on the systemic inflammation in any conditions 

(Figure S2A,B), even if the spleen weight of the GL261-Ang2 bearing mice was significantly 

higher than GL261-wt bearing mice (p<0.05) (Figure S2C). 

These data suggest that, in response to RCT, GL261-Ang2 tumors displayed a more 

inflammatory environment than GL261-wt tumors. We next carried out an 

immunohistofluorescence study at a later time post-treatment when the tumor was no longer 

detectable by MRI, i.e. 42 and 100 days post-RCT (Figure 1B, and 3E). As illustrated on 

Figure-3E, microglia/macrophages (CD68+) and T cells (CD4+ and CD8+) are still detected in the 

microscopically visible residual core of the tumor (Hoechst). 
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Figure 3: Ang2 overexpression in glioblastoma cell combined to radiochemotherapy favors inflammation 
in glioblastoma. 
Tumor inflammation was studied in tumor core of both glioma models GL261-wt and GL261-Ang2 untreated 
or after RCT. (A) Representative images of CD68 immunostaining and quantification of CD68+ area; (B) 
Representative images of CD4 immunostaining and quantification of CD4+ area (C) Representative images 
of CD8 immunostaining and quantification of CD8+ area. Scale bar=100 µm. n=3 animals for each group. 
Mean ± SD #p<0.05 vs the corresponding untreated group, ANOVA followed by Tukey’s test. (D) 
Representative images of CD68+/Tie2+ cells in GL261-Ang2 tumors bearing mice after RCT. Scale 
bar=100 µm and 50 µm for magnification.  (E) Representative T2w images of the GL261-Ang2 tumor at D 42 
and D100 post-RCT. Dotted lines delimit the residual tumor area and correspond to the representative 
images obtained from the immunohistofluorescence study to detect immune cells (CD68+, CD4+ and CD8+). 
Scale bar=100 µm. 
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Ang2 stimulates migration of macrophages in vitro 

Our in vivo data suggest that Ang2 might stimulate the recruitment of myeloid cells in the 

murine glioblastoma model exposed to RCT. To evaluate whether Ang2 might exert a 

paracrine effect on macrophages, we performed in vitro migration assays on the macrophage 

murine RAW 264.7 cell line, which expresses the two Ang2 receptors, Tie2 and β1-integrin 

(Figure S3A, B). The migration of RAW 264.7 cells toward Ang2 was first evaluated in response 

to increased concentrations of the mouse recombinant protein (rAng2) (Figure 4A). A 

dose-depend effect of recombinant Ang2 was observed, being significantly with 400 ng/ml 

and 800 ng/ml of rAng2 (p<0.05). It was partially reversed in presence of the soluble Tie2 

receptor (FcTie2, p<0.05) (Figure 4A), confirming the specificity of the effect of Ang2 on 

macrophages. We next performed similar experiments using GL261-wt or GL261-Ang2 cells 

exposed or not to RCT following the protocol illustrated on the Figure S3C. Compared to 

GL261-wt, a significant increase in RAW 264.7 cells migration was detected with GL261-Ang2 

cells (Figure 4B). About 1.5 times more cells migrate under these conditions (p<0.05). 

However, this effect was similar when GL261-Ang2 cells were pre-exposed to RCT, despite a 

slightly increase in migration of RAW 264.7 cells (Figure 4B). Importantly, like for the 

experiments with rAng2, the paracrine effect of Ang2 was reversed by the presence of the 

soluble receptor Tie2 (p<0.05) (Figure 4).  

These in vitro results indicate that Ang2 might exert a direct or indirect a chemotactic effect 

on macrophages. 
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Figure 4: Ang2 induces macrophages migration in vitro. 
(A) Representative images and quantification of migrated RAW 264.7 cells in response to recombinant 
Ang2. Scale bar=50 µm; Mean ± SD *p<0.05 vs 0 ng/ml Ang2, #p<0.05 vs Fc Tie2 condition, ANOVA followed 
by Tukey’s test; (B) Representative images and quantification of migrating RAW 264.7 cells in response to 
conditioned medium from tumor cells. Scale bar=50 µm; Mean ± SD, N=4 *p<0.05 vs GL261-wt group, 
#p<0.05 vs Fc Tie2 condition, ANOVA followed by Tukey’s test.  

Ang2 overexpression in glioblastoma cells combined to radiochemotherapy promotes 

senescence and mitotic death of glioblastoma cells 

We next sought to investigate the nature of the sensitization to RCT induced by Ang2 

overexpression in glioblastoma cells, by focusing on glioma cell death. As depicted on 

Figure 5A, at D14 (i.e. 3 days after the last fraction of treatment), RCT induced cell nuclei 

changes in both tumor groups compared to untreated tumors. These changes included 

enlarged nuclei with prominent foci of heterochromatin along with cellular enlargement, 

some characteristics of the irradiation effects [32]. Morphometric analysis from the Hoechst 

staining showed a two-fold increase in the nuclei size for the treated GL261-wt cells compared 
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to untreated GL261-wt cells. However, this treatment-induced effect was particularly manifest 

for the GL261-Ang2 cells, as the size of nuclei can reach three times the one of untreated cells 

(Figure 5A). According to these characteristic morphological changes, we suspected a 

senescence phenotype for the treated tumors cells. To validate this hypothesis, GL261-wt and 

GL261-Ang2 cells were exposed to the identical fractionated RCT protocol that was used for 

in vivo experiments and were analyzed 5 days post-treatment. We confirmed that X-rays 

combined to TMZ caused the senescence of GL261-wt cells. However this phenomenon was 

amplified by Ang2 overexpression since the lysosomal beta-galactosidase activity is 

quantitatively more significant in GL261-Ang2 group compared to GL261-wt group (p<0.05) 

(Figure 5B). 

Cells in senescence may return to the cell cycle but in most cases, they may undergo cell death 

via apoptosis or mitotic death. Accordingly, we next addressed the question whether Ang2 

might influence these cellular processes in response to RCT. We performed a flow cytometry 

study for both cell lines 5 days post-treatment (Figure 5C). Following RCT, both tumor cells 

accumulated in a similar proportion in the G2/M phase (about 40 % of cells) and in the subG1 

phase (about 25 % of cells), suggesting the presence of apoptotic cells (Figure 5C). However, 

at this post-RCT time, we observed a decrease of tumors cells in G0/G1 phase which was more 

marked for GL261-Ang2 (p<0.05) (Figure 5C). Moreover, we noted an increase in polyploid 

cells but this effect was more pronounced for GL261-Ang2 cells (13.49±1.09 %) than in 

GL261-wt cells (9.28±1.12 %, p<0.05) (Figure 5C).  

To strengthen this hypothesis, we also investigated the effects of the combined treatment on 

the DNA double-strand breaks by analyzing H2AX positive cells, since this persistence of 

H2AX foci, reflects the genomic instability and the presence of irreversible senescence 



Résultats – Partie 3 

 

Page | 216 
 

(Figure 5D). One of the consequences of such genomic instability might be analyzed by the 

presence of micronuclei. As illustrated on Figure 5D, five days post-RCT, cells of both groups 

displayed DNA damage (H2AX+ cells) and micronuclei. Nevertheless, the cell proportion with 

micronuclei was higher in GL261-Ang2 cells (64.33±4.16 %) than in GL261-wt cells 

(37.33±6.80 %, p<0.05) (Figure 5D). All together, these results suggest that combined to RCT, 

an Ang2 overexpression in GB cells, increases the mitotic cell death induced by the cytotoxic 

treatment. 
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Figure 5: Ang2 overexpression in glioblastoma cells combined to radiochemotherapy modify cell death. 
(A) Representative photographs of nuclei (Hoechst) in the tumor core at D14 after cells implantation. 
Quantification of nuclei size for the four groups, N=1; (B) Representative photographs of senescent cells 
detected by β-galactosidase staining performed five days following the last dose of RCT on GL261-wt and 
GL261-Ang2 cells. The positive cells for senescence assay showed a blue coloration. Scale bar=50 μm. 
Quantification of senescence on tumor cells at five days after RCT. The proportion of β-galactosidase 
positive cells (arrows) was expressed relative to total cell number counted by phase contrast microscopy. 
Mean ± SD, N=3; *p<0.001 vs GL261-wt RCT group, Student’s t-test; (C) Cell cycle profile of tumor cells 
assessed at five days after RCT. Quantification of the cell distribution in SubG1, G0/G1 and EndoR phases of 
the cell cycle five days after RCT. Mean ± SD, N=3 *p<0.05 vs GL261-wt RCT group, Student’s t-test; (D) 
Representative photographs of DNA double-strand breaks and genomic instability linked to mitotic death 
and identified by the presence of micronuclei on GL261-wt and GL261-Ang2 cells five days after RCT. DNA 

double-strand breaks and cell micronuclei were identified respectively with H2AX and Hoechst staining. 
Scale bar=50 μm. Quantification of mitotic death evaluated by micronuclei assay on GL261-wt and 
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GL261-Ang2 cells five days after RCT. The proportion of positive cells, having at least one micronucleus 
(arrows), was obtained relative to total cell number counted by Hoechst staining. Mean ± SD, N=3 *p<0.05 
vs GL261-wt RCT group, Student’s t-test. 

 

DISCUSSION 

In this study, we gained insight in the paracrine role of Ang2 on the innate immune response 

of GB in response to radiochemotherapy (RCT). We showed, in vitro, that Ang2 displays 

chemotactic properties on macrophages, an effect that is potentiated in response to RCT. In 

vivo, our results indicate that, high level of Ang2 expressed by murine GL261 glioma cells 

favors a recruitment of TAM, when the tumors are exposed to RCT. Along with this infiltration 

of innate immune cells, the in vitro and in vivo data presented here suggest that Ang2 

reinforces the efficacy of conventional treatments, by heightening the senescence of GB cells. 

On the long term, the tumors derived from GL261-Ang2 cells exposed to RCT totally regress 

and sustain an inflammatory environment 100 days post-treatment, which correspond to the 

last time-point of our study. 

In GB patients, Ang2 upregulation is a biomarker of poor diagnostic [12], this cytokine being 

increased in the brain exposed to radiation [33] and in a sub-population of TEM accumulate 

around vessels after chemotherapy in cancer [34]. The main objective of our study was to 

evaluate whether Ang2 might modulate GB microenvironment in the presence of 

conventional treatment including radio and chemotherapy since we know that in addition to 

target tumor cells each of these therapeutic modalities can remodel the vascular and 

inflammatory microenvironment [35, 36].  

To this end, genetically modified murine GB GL261 cells to overexpress Ang2 were 

orthotopically inoculated in mice brain. This syngeneic model allows to investigate, in addition 

to the vascularization, the contribution of the host immune system in tumor progression [37]. 
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In addition, the tumor biology of GL261 displays the main characteristics of that of human GB 

and can been used to screen the response of GL261 tumors to different therapies relevant to 

the treatment of GB patient such as RCT [38].  

On this model, our results are in favor of a beneficial effect of Ang2 when combined to a 

fractionated glioma treatment combining TMZ and X-rays. In contrast, without RCT treatment, 

no difference was detected between tumor progression and animal survival bearing 

GL261-Ang2 or GL261-wt tumors. Although a slight autocrine Ang2 effect on glioma cell 

proliferation was observed in vitro, the major in vivo effects might be attributable to a 

paracrine effect on the vascular and inflammatory compartments. Indeed, we presented 

evidence that the overexpression of Ang2 by GB cells promotes an increase in tumor 

vascularization compared to control tumors in the exponential phase of growth (D14). 

However, in both tumors, the vessels are destructured and enlarged compared with normal 

vessels of the healthy brain tissue. At this time of tumor growth, by a morphological 

histological study, we could not depict vascular pseudo-normalization or regression that we 

and other previously observed on the rat 9L gliosarcoma model using a similar in situ Ang2 

overexpression approach [17, 18]. Ang2 is known to have a complex and contradictory role 

during tumor angiogenesis. The discrepancy between these effects could be explained by the 

different levels of Ang2, which could lead to different outcomes [39]. However, in this GL261 

model and according to Scholz et al. [12], the overexpression of Ang2 induces vascular changes 

but did not modify the overall survival of the mice. 

In response to RCT, the vascularization regressed in both groups of tumors to reach a similar 

density but with a more pronounced effect on the GL261-Ang2 tumor bearing mice. In GB 

patients, the abnormal vascularization of the tumors renders this brain tumor less susceptible 
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to standard chemotherapy (TMZ) and radiotherapy (X-ray). Although GL261-Ang2 and 

GL261-wt tumors displayed disorganized and enlarged vessels, the therapeutic effect of RCT 

was transient in the control tumor group, whereas it was drastically prolonged in the 

GL261-Ang2 tumor. No recurrence was observed 3 months post-RCT which corresponds to the 

last time point studied. 

In addition to its function on the vasculature compartment, Ang2 also contributes to the 

myeloid cell infiltration in settings of inflammation and tumors [12, 40]. It was previously 

showed that the overexpression of Ang2 in endothelial cells which leads to an immature 

vascular phenotype supports the recruitment of inflammatory cells [12]. In our model, we 

showed that the inoculation of GL261-Ang2 cells, does not increase the presence of TAM as 

compared to control tumors. However, in response to RCT, the TAM density specifically 

increased in these GL261-Ang2 tumors. The suspected chemotactic effect of Ang2 was further 

demonstrated in vitro in migration assays using either the recombinant cytokine or 

conditioned medium from GL261-Ang2 tumor cells. Our in vitro and in vivo results are in line 

with those of Cortes-Santiago et al.[24] although they also suggest that the attractant 

properties of Ang2 is not restricted to TEM as also demonstrated by Murdoch et al. [41]. 

The enhanced monocyte infiltration in Ang2-overexpressing tumors could be due to indirect 

effects via changes in the tumor-associated vasculature induced by Ang2. In the present study, 

Ang2 overexpression combined to RCT induced a vascular regression, which could lead to 

hypoxia in the GL261-Ang2 tumors [40]. Hypoxia might favor monocyte extravasation, 

attraction, and/or retention in the tumor microenvironment in a TIE2-independent manner. 

Accordingly, in a previous study, using two models of human GB, highly different in terms of 

oxygenation, we showed that the degree of CD68+ cells into the tumor was related to the 
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depth of hypoxia [42]. Monocytes migration might also be mediated by the hypoxic 

upregulation of stromal cell-derived factor-1 [27], which is a potent TAM chemoattractant in 

various tumor models [43, 44]. Nevertheless, our in vitro data from migration assay speak also 

in favor of a direct chemoattraction of TAM by Ang2. The molecular signaling remains to be 

identified. 

On another hand, we confirmed that RCT led to lymphopenia but to a similar extend in both 

tumor groups suggesting that Ang2 does not modify T-cell responses in these experimental 

conditions. Others described that Ang2 may stimulate TEM to acquire an immunosuppressive 

function in tumors by acting on Treg activation [45]. We speculate that in absence of a 

substantial population of TEM, the microenvironment of the GL261 tumors is not favorable to 

sustain an immunosuppressive state. Like for the vascular effect described above, we cannot 

exclude that the discrepancy between the results of studies on similar GL261 model might be 

due the different levels of Ang2 [12, 40]. However, our results also warn that to assess the 

effect of a molecule with therapeutic potential, it is necessary to integrate a treatment 

protocol similar to that used in the patient. In addition, according to single or combined 

treatment (RT plus CT), and to the fractionated protocols of RT (hypo-fractionated and normo-

fractionated), the effects on induction or attenuation of antitumor immune response will be 

controversial [46, 47]. 

Interestingly, the fractionated protocol used in this study, applied on GL261-Ang2 tumors led 

to the tumor clearance. When we studied the cytotoxic effect of the combined therapy, we 

showed that RCT induced senescence in glioma cells and that Ang2 potentiated this effect. 

Induced senescence has been widely described when tumor cells are treated by various 

therapeutic agents, including chemotherapies and ionizing radiation. Cells exhibiting 
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senescence can be targeted and cleared by the components of immunological system, 

including macrophages, NK cells and T-lymphocytes [48]. Ang1 and Ang2 have been involved 

in senescence in endothelial cells [49]. However, we described for the first time, that Ang2 on 

glioma cells might exert this effect when the cells were exposed to RCT. A role for the adaptive 

immune system in the elimination of senescent cells from melanoma irradiated tumors has 

been reported. [50] 

Here, although, we did not characterize the SASP phenotype of these cells in vivo, we observed 

a sustained infiltration of lymphocytes as well as inflammatory cells, resulting in eliminating 

tumors. In line with an active immune response in animal bearing treated-GL261-Ang2 

tumors, the spleen weight of these mice indicates that these treated tumors might induce 

higher levels of splenocyte proliferation.  

RCT produced long-term survival in mice bearing GL261-Ang2 tumor. Few studies argue in 

favor a beneficial anti-tumor effect of this cytokine in GB models [17, 18]. In contrast, Ang2 

was identified as a resistance factor to anti-VEGF [10, 12, 28] and also shown to mediate the 

homing of macrophages in human GB [12, 51, 52]. Accordingly, recently, Ang2/VEGF bispecific 

antibodies have been developed to overcome the anti-VEGF resistance of GB patients and 

stimulate the host immune as well. However, when tested in combination with conventional 

GB patient treatments, while TMZ chemotherapy benefits most from combination with anti-

Ang2/VEGF, radiotherapy does only from anti-VEGF [30]. Presently, no study has evaluated 

the therapeutic benefit of combined anti-Ang2/VEGF with RCT. The results presented here 

suggest that the vascular and immune properties of Ang2 not only probably depend on the 

concentration of this cytokine in the tumor but also of the evolution of the tumor 

microenvironment (vascularization, inflammatory compartment) which will be remodeled by 

the combined radio- and chemotherapy. Altogether, these studies [12, 45, 53], underline the 
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need to include all the modalities of the standard treatment to better screen and characterize 

new therapeutics for GB. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cell culture  

The murine glioblastoma cell line GL261 [NCI-DCTD (Division of Cancer Treatment and 

Diagnosis), Repository] and murine macrophage cell line RAW 264.7 [ATCC (American Type 

Culture Collections)] were used in this study. GL261 cells were maintained in RPMI medium 

(Roswell Park Memorial Institute, Sigma Aldrich) supplemented with 10 % fetal calf serum 

(Eurobio), 2mM glutamine (Gln, Sigma Aldrich) and 1 µg/ml penicillin/streptomycin (P/S, 

Sigma Aldrich) at 37°C with 5 % CO2, 95 % air. RAW 264.7 cells were grown in DMEM 4.5 g/l of 

glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich) supplemented with 10 % fetal 

calf serum, 4mM Gln and 1 µg/ml P/S at 37°C in 5 % CO2, 95 % air. 

Stable establishment of GL261 cells overexpressing Ang2 

A pCMV6 Kan/Neo expression plasmid was employed for GL261 cells transfection. This 

construct vector containing murine Ang2 cDNA, carried out in the laboratory, was transfected 

into GL261 cells at 80 % confluence, by lipofection using lipofectamine 2000 (Thermo Fisher 

Scientific) according to manufacturer’s instructions. Cells expressing pCMV6-K/N-Ang2 

(GL261-Ang2) were selected 2 days later with geneticin (G-418, Sigma Aldrich) at 400 µg/ml. 

GL261-Ang2 cells were grown in RPMI medium and monthly selected with G-418. Ang2 mRNA 

overexpression was routinely checked by qRT-PCR. 

Glioblastoma preclinical model 
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Animal investigations were performed under the current European directive (2010/63/EU). 

Ethical approval was obtained by E.P and S.V from the regional committee (CENOMEXA) and 

the French Ministère de l’Enseignement supérieur, de la Recherche et de l’Innovation with the 

autorization APAFIS#12496. This tumor model is based on an orthotopic injection of GL261-

wt or GL261-Ang2 cells in the right striatum of C57BL/6 mice (male, 20-23g, Janvier 

laboratories). Anesthesia in mice were induced with 5 % of isoflurane in 70 % N2O and 30 % 

O2 and then were maintained at 2 % during surgery. Mice were placed on a stereotactic head 

holder and a cranial perforation was realized at 2 mm lateral to the bregma. Glioblastoma cells 

(1x106 cells in 3 µl of 2 mM Gln-phosphate buffer saline) were then injected at depth of 4mm 

with 30G needle and standardized flow 0.6 µl/min during 5 min. Needle was removed 5 min 

later to avoid cells reflux. Injection of buprenorphine (Buprecare, 0.05 mg/kg, sc) were 

administered in perioperative phase. 

Tumor volumes were evaluated longitudinally by magnetic resonance imaging (MRI, 7T MRI, 

Bruker, CYCERON biomedical imaging platform, Caen, France). Animals were anesthetized 

with isofluroane as described above and placed inside the magnet for acquisition with T2w 

sequence. The MRI scan properties are follows: T2w Rapid Acquisition with Relaxation 

Enhancement (RARE), acceleration factor of 8; TR/TEeff=5000/60 msec ; average=1 ; 20 slices 

de 0.5 mm thick ; spatial resolution=0.07x0.07 mm ; acquisition time : 2 min. MRI images 

analyses were completed on ImageJ software [54]. 

In vivo radiochemotherapy 

In vivo radiochemotherapy (RCT) started seven days after glioblastoma cells implantation, 

when tumor size around 2-5 mm3. Mice were treated thrice with chemotherapy (TMZ, Sigma 

Aldrich, T2577) and radiotherapy (X-rays). Each fraction of RCT was spaced of 48 h. TMZ (10 
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mg/kg/day in saline) was administered intraperitoneally. Control animals received same 

volume of saline solution (vehicle). Two hours later, ipsilateral hemisphere of mice was 

irradiated with the X-RAD225 Cx system (Precision X-ray Irradiation, PXI) at 4 Gy/day with a 

dose rate of 3.3 Gy/min. The characteristic of the photon beam delivered by this small animal 

irradiator were: voltage=225 keV , intensity=13.3 mA and energy=80keV by using 1mm Cu 

filter. The schedule of protocol is illustrated in Figure 1A. 

Immunohistofluorescence 

At the end of protocol, mice were deeply anesthetized and transcardially perfused with cold 

heparinized saline solution. Brains were removed and immediately snap-frozen in n-pentane 

(Sigma Aldrich) and stored at -80°C. Thereafter, brains were cut on a cryostat to obtain serial 

coronal sections of 30 µm. Brains sections were collected on superfrost slides (Thermo Fisher 

Scientific) and were post-fixed 20 min in 4 % paraformaldehyde (PFA 4 %, Sigma Aldrich). Slices 

were blocked 2 h at room temperature with PBS-0.5 % triton X100 (Sigma Aldrich)-0.1 % tween 

(Sigma Aldrich)-3 % bovine serum albumin (BSA, Sigma Aldrich) and incubated overnight at 

4°C with the following primary antibodies: rat anti-CD31 (1:100, BD Biosciences, 553370), rat 

anti-CD68 (1:800, Abcam, ab53444), rat anti-CD4 (1:100, BD Biosciences, 550278), rabbit anti-

CD8 (1:100, Abcam, ab217344), rabbit-anti-Tie2 (1:200, Santa-Cruz, sc-324) in PBS-0.5 % triton 

X100-0.1 % tween-1 % BSA. Primary antibody was revealed with an Alexa-555-conjugated anti-

rat (1:500, Invitrogen, A21434) or an Alexa-555-conjugated anti-rabbit (1:500, In vitrogen, 

A21428) in PBS-0.5 % triton X100-0.1 % tween-1 % BSA containing 33342 Hoechst (10 µg/ml, 

Sigma Aldrich). Slices were then coverslipped with mounting medium Aqua-PolyMount 

(Tebu-Bio) and acquired at x10 magnification with epifluorescence microscope Leica DMi8S 

(Leitz Leica). 
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Images analysis and quantification 

All analyses were performed with regions of interest (ROI) of 736x736 pixels or 468x468 µm, 

chosen randomly and representative of whole tumor. Images were then binarized with ImageJ 

software [54] after applying an automatic threshold. The results obtained were represented 

as the percentage of immunostaining in the ROI. The blood vessel analysis was examined with 

an ImageJ plugging developed in-house [18], which was provided the vascular density and the 

average diameter of vessels. 

In vitro radiochemotherapy  

For in vitro experiments, 3 fractions of RCT, spaced of 48 h was applied. Tumor cells were 

exposed to 100 µM TMZ which was brought in fresh medium followed by an exposition to X-

rays at 4 Gy with dose rate of 2 Gy/min (X-RAD 225Cx irradiator). 

Cell cycle analysis 

Cell cycle analysis was studied by flow cytometry (SFR ICORE, University of Caen platform, 

France). Propidium iodide (Beckman Coulter SAS) staining was realized according to 

manufacturer’s instruction and detected with Gallios™ flow cytometer (Beckman Coulter SAS). 

All analyses were performed on a minimum of 10 000 events and analyzed with Kaluza® Flow 

Analysis Software (Beckman Coulter SAS). 

SA--Galactosidase assay 

Senescence was determined based on alterations in cell morphology (enlargement and 

flattening) and expression of a pH-dependent β-galactosidase [55]. Senescence 

associated--Galactosidase staining (SA-β-gal, Cell Signaling, 9860S) was employed according 

to manufacturer’s instructions 5 days after the last treatment with RCT. 

Migration assay  
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For transwell migration assay (5 µm, Sarsted), RAW 264.7 cells were plated in DMEM medium 

with 0.5 % fetal calf serum to the top chambers of transwell which was then added in 24-wells 

plate containing GL261 cells treated by RCT 24h upstream or not. For conditions with cytokine, 

recombinant Ang2 (R&D Systems, 7186-AN) was added 30 min before seeding RAW 264.7 cells 

with increasing doses of 0, 200, 400 and 800 ng/ml in medium containing 0.5 % serum. To 

evaluate Ang2 contribution, Fc Tie2 at 8 µg/ml (R&D Systems, 762-T2) was added 30 min 

before adding the transwell into the plate. Top cells were removed and bottom cells were 

stained 5 min in 33342 Hoechst solution (10 µg/ml). Images were acquired on a Leica 

Aristoplan microscope (Leitz Leica) with a 25X objective. Migration quantification was 

evaluated by counting the number of migrated cells with 5 microscope fields of view. 

Immunocytochemistry 

Glioblastoma cells were plated in 24-well plates on coverslips. Five days after RCT, cells were 

fixed with 4 % PFA and blocked with PBS-0.1 % tween-3 % BSA for 1 hour at room temperature. 

Then cells were incubated overnight at 4°C with the primary antibody phospho-histone H2AX 

(ser139) (1:200; Cell Signalling Technology, 2577S) in PBS-0.1 % Tween-1 % BSA. Primary 

antibody was revealed with an Alexa-555-conjugated anti-rabbit (1:500, In vitrogen, A21428) 

in PBS-0.5 % triton X100-0.1 % tween-1 % BSA. Cells were counterstained with 33342 Hoechst 

(10µg/ml) for nuclear staining. A micronucleus assay was performed from Hoechst 33342 

staining and a cell with at least one micronucleus was considered positive. All 

immunocytochemical markers were observed on epifluorescence microscope Leica DMi8S 

with a 25X objective. For each condition, at least 3 coverslips were analyzed. Images from 5 

representative high-power fields per slide were acquired. 

Statistical analysis 
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All data were represented as the mean  standard deviation (SD). Statistical analyses were 

performed with Statistica® (Tibco Software Inc ;USA). Tests used and the number of 

experiments are detailed in each figure legend. 

 

CONCLUSIONS 

Our results suggest that, in this murine immunocompetent GB model, Ang2 improves the 

efficacy of conventional RCT leading to a complete tumor clearance. In these experimental 

conditions, Ang2 acted as a modulator of the innate immune system, in addition to an 

angiogenic factor. 
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BACK MATTER 

SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS 

Reverse transcription and real time quantitative PCR 

The cell layer was rinsed with PBS and stored at -80°C. The total RNA was isolated by the 

Nucleospin® RNA plus (Macherey-Nagel) kit according to manufacturer’s instructions. Total 

RNA (1 µg) were converted into cDNA during one hour at 42°C with AMV® reverse 

transcriptase (Promega). cDNA was amplified and analysed by real-time PCR with mix 

containing Takyon™ low ROX SYBR Mastermix (Eurogentec), forward and reverse mouse 

primers (Eurogentec): Ang1 F: 5’-CATTCTTCGCTGCCATTCTG-3’ and R: 

5’-TTATATCTTCTCCCTCCGTTTTCTG-3’; Ang2 F: 5’-TTAGCACAAAGGATTCGGACAAT-3’ and R: 

5’-GGACCACATGCGTCAAACC-3’; Tie2 F: 5’-GCCGCGGACTGACTACGAGC-3’ and R: 

5’-GGAGGAGGGAGTCCGATAGACGC-3’; 1-integrin F: 5’-AGTGCTCCCACTTCAATCTCACCA-3’ 

and R: 5’-TCTCCTTGCAATGGGTCACAGGAT-3’; VEGF-A F: 5’-GGAGATCCTTCGAGGAGCACTT-3’ 

and R: 5’-TGGCGATTTAGCAGCAGATATAAG-3’; CD68 F: 5’-GCTTATAGCCCAAGGAACAGAG-3' 

and R: 5’-CTGTAGGTGTCATCGTGAAGGA-3'; Cyclophilin F: 5’-CAGACGCCACTGTGGCTTT-3’ and 

R: 5’-TGTGTTTGGAACTTTGTCT-3’. Amplification profile used is as follow: activation stage 3 

min at 95°C, 40 cycles of 3 sec at 95°C and a last stage of 30 sec at 60°C. Samples were run in 

triplicate and mRNA expression was calculated by the CT method with QuantStudio™ 3 

(Thermo Fisher Scientific).  

ELISA assay 

To evaluate the overexpression of Ang2 on protein level, subconfluent cells were washed in 

phosphate buffer saline and incubated for 48 h with 250 µl of RPMI medium. The 
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concentration of Ang2 in the cell supernatant was measured with a mouse/rat Ang2 enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D Systems, MANG20) according to the 

manufacturer’s instructions, and the optical density was measured using a Sparck plate reader 

(TECAN).  

Cell counting 

Cells were mixed with identical volume of 0.4 % trypan blue, and the mix were counted with 

the hemocytometer in triplicate according to the standard methodology.  

Immunocytofluorescence 

Immunocytofluorescence procedure is identical that previously described in materials and 

methods. Antibodies used for immunocytofluorescence: rat anti-CD68 (1:800, Abcam, 

ab53444), rat anti-β1-integrin (1:200; Millipore, MAB1997), rabbit anti-Tie2 (1:200; Santa 

cruz, sc324). 

Leukocyte isolation for flow cytometry analysis 

From blood 

Blood were collected by a puncture in the ventricle just before the intracardiac perfusion 

procedure. The blood was recovered using a heparinized syringe, then a lysis of the red blood 

cells with red blood cell lysis buffer (RBC, Thermo Fisher Scientific) was carried out before 

immunostaining of Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). 

From spleen 

The spleen was mashed through a 70 μm strainer (Sarsted). The cells were then centrifuged 

and resuspended in RBC lysis buffer before immunostaining of splenocytes. 



Résultats – Partie 3 

 

Page | 231  
 

Flow cytometry  

Cells were resuspended in 50 µl of staining buffer (Thermo Fisher Scientific) and fc receptors 

were blocked for 15 min at 4°C with anti-CD16/CD32 antibodies (10 µg/ml, BD Biosciences). 

Cells were then labeled for 30 min at 4°C with primary fluorochrome-conjugated antibodies 

(Table S1). Cells were washed and fixed with PBS-2 % PFA and analysed with CytoFLEX S flow 

cytometer (Beckman Coulter SAS, SFR ICORE Caen). 

 

SUPPLEMENTARY MATERIALS 

 
Supplementary Figure S1: Characterization of Ang2 overexpression in glioblastoma cells. 
(A) Ang2, Ang1, Tie2, β1-integrin and VEGF-A mRNA relative expression (relative to GL261-wt) determined 
by qRT-PCR. Mean ± SD, N=3, *p<0.05 vs GL261-wt, Student’s t-test; (B) Protein level of Ang2 secreted by 
tumor cells determined by ELISA assay. Mean ± SD, N=2; (C) Cell cycle profile of glioma GL261-wt and GL261-
Ang2 cells at 72h. (D) Kinetics of GL261-wt and GL261-Ang2 cells proliferation evaluated by cell counting at 
24h, 48h, 72h, 96h. Mean ± SD, N=3, ***p<0.001 vs GL261-wt, ANOVA followed by Tukey’s test. 
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Supplementary Figure S2: Involvement of Ang2 in systemic inflammation after radiochemotherapy in 
glioblastoma bearing mice. 
(A) Representative dot plots of CD11b marker in CD45+ cells (myeloid cell) 14 days post-cell implantation 
from blood and spleen of tumor bearing mice following RCT. Mean ± SD, n=5 per group, Student’s t-test; 
(B) Representative dot plots of CD3+ cells (T cell) 14 days post-cell implantation from blood and spleen of 
tumor bearing mice following RCT. Mean ± SD, n=5 per group, Student’s t-test; (C) Representative spleen’s 
photographies of tumor bearing mice at D14. Ratio of spleen weight relative to the mouse body weight 14 
days post-cell implantation of tumor bearing mice following RCT. Mean ± SD, n=7 per group, *p<0.05 
Student’s t-test. 
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Supplementary Figure S3: Characterization of Ang2 receptors, Tie2 and 1-integrin, in RAW 264.7 cells. 
(A) CD68, Tie2 and β1-integrin mRNA relative expressions (compared cyclophilin) in RAW 264.7 cells 
determined by qRT-PCR. Mean ± SD, N=3; (B) Representative CD68, Tie2 and β1-integrin 
immunofluorescence images of RAW 264.7 cells. Scale bar for CD68=50 μm and scale bar for Tie2, 
β1-integrin=20 µm; (C) Experimental protocol for RAW264.7 cells migration. 
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TABLE S1 

 Supplementary table S1: List of antibodies used for flow cytometry analyses. 

Panel Antibody Clone Concentration Supplier Reference 

 CD16/CD32 2.4G2 10 µg/ml BD Biosciences 553142 

Ly
m

p
h

o
id

 T
 c

el
l  

 V450-CD3e 500A2 1 µg/ml BD Biosciences 560801 

 PE-CD4 H129.19 1 µg/ml BD Biosciences 553653 

 PE-Cy™7-CD8 53-6.7 1 µg/ml BD Biosciences 552877 

M
ye

lo
id

 c
el

l 

FITC-CD45 30-F11 1 µg/ml BD Biosciences 553080 

 PE-CD11b M1/70 1 µg/ml BD Biosciences 553311 
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III.4 Résultats complémentaires de l’article 

En complément des données présentées dans l’article, les effets de la surexpression 

de l’Ang-2 combinée à la RCT ont également été évalués pendant la phase de traitement, au 

temps J10. Nous avons ainsi comparé l’effet de la RCT après 2 fractions (J10) à celui décrit 

précédemment en fin de traitement (3 fractions) à J14 pour les deux groupes de tumeurs 

GL261-Ang2 et GL261-wt. Ces données complémentaires concernent notamment le 

compartiment vasculaire et inflammatoire. 

 

 Évolution du microenvironnement tumoral durant la radiochimiothérapie 

III.4.1.1 Évolution de la réponse inflammatoire  

Les résultats de l’étude immunohistologique visant à caractériser l’évolution de la 

réponse inflammatoire après 2 fractions (J10) ou 3 fractions de RCT (J14, résulats de l’article) 

sont présentés sur la Figure 94A. Sur cette figure ont été reportés pour rappel, les résultats 

obtenus en absence de traitment et ce pour les 2 groupes de tumeurs GL261-Ang2 et 

GL261-wt. 

En fin de traitement (J14), nous avons montré que la RCT s’accompagnait d’un 

recrutement des cellules de l’inflammation innée CD68+/Iba-1- et que celui-ci était 

significativement plus important dans les tumeurs GL261-Ang2 (p<0,05). Les résultats 

présentés sur la Figure 94A nous permettent de préciser que la présence de ces cellules 

inflammatoires est certes fonction de la taille de la tumeur mais aussi que la RCT potentialise 

ce recrutement uniquement dans les tumeurs GL261-Ang2 au temps J14. En effet, à J10, soit 

après 2 fractions de RCT, la surface du marquage CD68+ est identique dans les tumeurs 

GL261-Ang2 et GL261-wt avec respectivement 3,313 ± 0,198.% et 3,358 ± 1,454 % (p=1)  

 

III.4.1.2 Évolution de la vascularisation 

 L’analyse quantitative de l’immunomarquage CD31, permettant de visauliser la 

vascularisation, a permis de montrer que pour les deux goupes de tumeurs la régression 

vasculaire observée en fin de traitement (J14) est déjà amorcée après 2 fractions de RCT (J10) 

(Figure 94B). En effet, dans les groupes GL261-wt et GL261-Ang2, au temps J10 en réponse à 

la RCT, la densité vasculaire diminue respectivement de 20 % (p=0,18) et 41 % (p<0,05) 

(Figure 94B) Les tumeurs GL261-Ang2 non traitées étant plus vascularisées que les tumeurs 



Résultats – Partie 3 

 

Page | 242 
 

contrôles, l’effet du traitement est d’autant plus marqué pour ces tumeurs que pour les 

tumeurs GL261-wt. Sur le plan morphologique, quel que soit le groupe de tumeurs, traitées 

ou non, les diamètres des vaisseaux sont élargis mais de taille non significativement différente 

entre les groupes (de l’ordre de 14 µm versus 6 µm pour les vaisseaux du tissu sain). 

 

 Étude in vitro de l’effet de l’Ang-2 combinée à la radiochimiothérapie sur les 

cellules endothéliales bEnd.3 

Les résultats présentés ci-dessus, suggèrent que l’Ang-2 pourrait par des effets directs 

ou indirects être responsable de la régression vasculaires suite à la RCT.  

Figure 94 : Effets d’une surexpression d’Ang-2 sur l’environnement tumorale après 
radiochimiothérapie 

A : Analyses morphologique et quantitative de la microglie/macrophages par un immunomarquage CD68 aux 
temps J10 et J14 dans les tumeur GL261-wt et GL261-Ang2, traitées ou non par radiochimiothérapie. Barre 
d’échelle = 100 µm. Moyenne ± écart-type, n = 3 pour chaque condition; *p<0,05 effet temps dans un même 
groupe de tumeur, $ p<0,05 effet groupe au temps d’étude correspondant et # p< 0,05 effet traitement au même 
temps d’étude. Test HSD de Tukey après une ANOVA à 3 facteurs (groupe, temps et traitement) significative. 
L’analyse a été effectuée avec un minimum de 15 photographies par animal représentant la tumeur entière. B : 
Analyses morphologique et quantitative de la vascularisation par un immunomarquage CD31 aux temps J10 et 
J14 dans les tumeur GL261-wt et GL261-Ang2, traitées ou non par radiochimiothérapie. Barre d’échelle = 100 
µm. Moyenne ± écart-type, n = 3 pour chaque condition; *p<0,05 effet temps dans un même groupe de tumeur, 
$ p<0,05 effet groupe au temps d’étude correspondant et # p< 0,05 effet traitement au même temps d’étude. 
Test HSD de Tukey après une ANOVA à 3 facteurs (groupe, temps et traitement) significative.  
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Afin d’étayer cette hypothèse, nous avons réalisé des expériences in vitro sur la lignée 

de cellules endothéliales bEnd.3 en présence ou non d’Ang-2 recombinante de souris. 

Les cellules endothéliales bEnd.3 ont été traitées par une RCT fractionnée (3 x 4 Gy en 

présence de TMZ 100 µM). L’Ang-2 a été apportée de façon concomitante à la RCT à une dose 

de 200 ng/ml, dose pour laquelle des effets biologiques de cette cytokine ont été décrits dans 

la littérature (Harfouche and Hussain, 2006). 

Nous avons dans un premier temps évalué si l’apport de l’Ang-2 sur les cellules 

endothéliales modifiait la répartition des cellules endothéliales dans le cycle cellulaire en 

réponse à une RCT.  

 

III.4.2.1 Étude du cycle cellulaire en réponse au traitement combinant 

l’Ang-2 à la radiochimiothérapie 

Suite à l’exposition des cellules endothéliales au protocole de RCT, la répartition des 

cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a été évaluée par cytométrie de flux, 

5 jours après la dernière fraction (Figure 95A). Alors qu’aucune différence de cycle cellualire 

n’a été observé en condition basale entre les cellules bEnd.3 et les cellules bEnd.3 

supplémenté d’Ang-2, l’analyse quantitative des données du cycle cellulaire suite à une 

exposition à la RCT (Figure 95A), révèle qu’en présence d’Ang-2 la proportion de cellules 

bEnd.3 en phase subG1 est de 12,39 ± 0,84 % versus 5,06 ± 0,98 % en absence d’Ang-2 

(p<0,05). Parallèlement, une diminution de la proportion de cellules présentes dans la phase 

G0/G1 est observée dans ces conditions expérimentales (p<0,05). 

Ces résultats suggèrent que, pour les cellules endothéliales, l’Ang-2 pourrait contribuer 

à augmenter la cytotoxicité de la RCT en induisant notamment une mort cellulaire par 

apoptose de ces cellules.  

Borovski et al., ont décrit la présence de cellules endothéliales en sénescence sur des 

biopsies de patients porteurs de GB, suggérant que le traitement de RCT de ces patients 

pouvait induire ce phénotype sénescence (Borovski et al., 2013). Par ailleurs, les résultats que 

nous avons présentés dans l’article, montrent pour les cellules tumorales que la combinaison 

de l’Ang-2 et RT orientent également ces cellules vers ce phénotype de sénescence. Nous 

avons recherché si tel était le cas des cellules endothéliales. 
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III.4.2.2 Étude de la sénescence en réponse au traitement combinant l’Ang-2 

à la radiochimiothérapie 

Les lésions de l’ADN radio ou chimio induits, peuvent conduire à la sénescence. Cette 

sénescence cellulaire s’accompagne alors de changements morphologiques et biochimiques 

des cellules. Parmi les caractéristiques biochimiques, le critère retenu pour caractériser cet 

état est basé principalement sur une augmentation de l’activité de la β-galactosidase, une 

enzyme lysosomale. Dès 1995, il a été proposé qu’à pH 6, seules les cellules sénescentes (et 

non quiescentes) peuvent transformer le substrat X-Gal pour donner une coloration bleue 

observable en microscopie optique (Dimri et al., 1995). 

En accord avec les données de la littérature (Bonnaud et al., 2007; Borovski et al., 2013; 

Lafargue et al., 2017), nous avons observé des cellules endothéliales bEnd.3 positives au test 

de la β-galactosidase, 5 jours après qu’elles aient été exposées à la RCT (Figure 95B). Dans ces 

conditions expérimentales, la présence d’Ang-2 augmente légèrement mais de façon 

significative ce nombre de cellules bEnd.3 en sénescence (18,91 ± 2,00 %) par comparaison 

aux cellules endothéliales traitées par RCT seule (14,98 ± 1,69 %) (p<0,05) (Figure 95B). 

Sur le plan moléculaire, les dommages à l’ADN induits par la RT et la CT peuvent 

conduire à la sénescence en impliquant en amont une activation des inhibiteurs des CDK 

comme p16 ou p21. Nous avons ainsi renforcé les données biochimiques en montrant que le 

protocole de RCT utilisé dans ces expériences in vitro conduit à une augmentation 

d’expression des ARNm de p16 et en moindre proportion de p21 (Figure 95C). Ces résultats 

sont en accord avec ceux de McRobb et al., montrant également que ces cellules bEnd.3 

activent de façon plus importante la voie de la cycline p16 que celle de p21 pour entrer en 

sénescence suite à une irradiation de 20 Gy (McRobb et al., 2017).  

En revanche, la présence d’Ang-2 associée à la RCT ne modifie pas cette modulation 

d’expression de p16 ou de p21 observée avec le traitement seul (Figure 95C).  

Nous avons ensuite cherché à déterminer si cette sénescence était de phénotype SASP, 

en étudiant l’expression des ARNm d’IL-1, IL-6, MCP-1, VEGF et TGF-β1. Les résultats obtenus 

résumé sur la Figure 95C sont en faveur d’une sénescence de phénotype SASP puisque 

l’expression de ces cinq gènes augmente fortement après la RCT. En revanche, dans ces 

conditions, nous n’observons pas de valeur ajoutée de l’Ang-2 sur l’expression de ces gènes. 
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Figure 95 : Effet de l’Ang-2 sur la réponse des cellules endothéliales à la radiochimiothérapie 

A : Profils représentatifs du cycle cellulaire analysés par cytométrie de flux des cellules bEnd.3, 5 jours après 
exposition à une RCT fractionnée (3 x 4 Gy ± 100 µM) en présence ou non d’Ang-2 recombinant (rAng-2 : 200 
ng/ml). Quantification de la distribution cellulaire dans les différentes phases du cycle cellulaire 120 heures après 
RCT en présence ou non de rAng-2. Moyenne ± écart-type, N = 4 * p<0,05 vs RCT, test t de Student. B : 
Photographies représentatives de cellules bEnd.3 sénescentes détectées par une coloration à la β-galactosidase 
réalisée 120 heures après la dernière dose de RCT sur les cellules endothéliales supplémentée ou non de rAng-2. 
Les cellules positives pour le test de sénescence révèlent une coloration bleue (flèches). Barre d'échelle = 50 μm. 
Quantification de la sénescence sur les cellules endothéliales à 120 heures après RCT supplémentées de rAng-2. 
La proportion de cellules positives à la β-galactosidase a été exprimée par rapport au nombre total de cellules 
comptées par microscopie à contraste de phase. Moyenne ± écart-type, N = 3; * p<0,05 par rapport au groupe 
RCT, test-t de Student. C : Expressions relatives des ARNm de gènes impliqués dans la sénescence SASP 
(senescent-associated secretory phenotype) en condition contrôle ± rAng-2 et 48h après la dernière fraction de 
RCT ± rAng-2 déterminées par qRT-PCR. N=1. 
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III.5 Conclusion/Discussion 

Dans cette dernière partie de résultats, nous avons recherché quelle était l’influence 

de l’Ang-2 sur l’environnement tumoral dans un contexte thérapeutique se rapprochant du 

traitement conventionnel des patients porteurs de GB. Nous avons ainsi montré qu’un 

protocole de RCT hypofractionnée, conduisait à une récurrence des tumeurs GL261-wt 

contrôles, et ce 14 jours après le traitement de RCT (J25). En revanche, à ce temps, les tumeurs 

GL261-Ang2 sont toujours contenues et aucune récurrence n’a été observée que ce soit à 1,5 

mois ou à 3 mois (dernier temps d’étude), après traitement. Pour ces temps tardifs, nous 

avons montré la présence de cellules inflammatoires au niveau du tissu tumoral résiduel. Afin 

d’élucider les mécanismes sous-jacents à cet effet bénéfique observé sur les tumeurs 

GL261-Ang2 traitées par RCT, nous avons caractérisé l’évolution du compartiment tumoral, 

vasculaire et inflammatoire, en réponse au traitement. Ces effets ont été étudiés à des temps 

différents : durant le traitement (J10) et à un temps précoce post-traitement (J14), de façon à 

se placer dans une phase durant laquelle les deux groupes de tumeurs présentent des volumes 

équivalents. 

 Evolution du compartiment vasculaire. 

Sans traitement, nous avons montré que dès J10, les deux groupes de tumeurs, 

GL261-wt et GL261-Ang2 présentaient une densité vasculaire supérieure à celle du tissu sain 

cérébral. Toutefois, cette densité vasculaire est supérieure pour les tumeurs GL261-Ang2 par 

comparaison aux tumeurs GL261-wt (environ 50 %) que ce soit à J10 ou J14. 

En réponse à la RCT, dès J10, une régression vasculaire est observée et maintenue à 

J14 pour les deux groupes de tumeurs, pour revenir à une densité vasculaire proche de celle 

du tissu sain. En revanche, sur le plan morphologique, les vaisseaux sont déstructurés. La 

régression vasculaire induite par la RCT est cependant proportionnellement plus importante 

pour les tumeurs GL261-Ang2, (environ 40%) par comparaison aux tumeurs contrôles 

(régression d’environ 20 %). Nous émettons ainsi l’hypothèse que les vaisseaux des tumeurs 

issues de l’implantation des cellules GL261-Ang2 seraient plus sensibles à la RCT. Les études 

menées in vitro confirment partiellement cette hypothèse, puisqu’en présence de la protéine 

recombinante d’Ang-2, une proportion plus importante de cellules endothéliales de la lignée 

bEnd.3 est retrouvée en phase subG1 du cycle cellulaire, après RCT. Ces résultats suggèrent 



Résultats – Partie 3 

 

Page | 247  
 

que ces cellules soient destinées à une mort par apoptose. Toutefois, afin d’affirmer ces 

résultats, il serait nécessaire de mieux caractériser cette mort apoptotique en recherchant 

notamment si celle-ci met en jeu l’aSMase, comme cela a été montré sur des cellules 

endothéliales exposées à des radiations ionisantes (Niaudet et al., 2017; Paris et al., 2001). Par 

ailleurs, le rôle de l’Ang-2 dans cette mort apoptotique reste également à déterminer en 

réponse à la RT. En effet, bien que l’étude de Daly et al., ne prennent pas en compte la RT, 

l’Ang-2 serait un facteur anti-apoptotique pour les cellules endothéliales (Daly et al., 2006). 

Toutefois, selon d’autres auteurs, la signalisation du récepteur Tie-2, induite par la liaison de 

l’Ang-1, protègerait ces cellules endothéliales contre l'apoptose radio-induite (Kwak et al., 

2000). 

Parallèlement à cette mort par apoptose, nous avons également rapporté que la 

combinaison de l’Ang-2 et de la RCT favorisait la sénescence de ces cellules endothéliales. Sur 

le plan moléculaire, nous avons retrouvé une augmentation d’expression de certaines 

molécules impliquées dans la SASP telles que : les inhibiteurs de CDK p16, p21, les 

interleukines IL-1, IL-6, les facteurs angiogéniques, VEGF et TGF-β, sans toutefois montrer de 

valeur ajoutée de l’Ang-2. Ces résultats, en faveur d’une sénescence SASP des cellules 

endothéliales exposées à la RCT, sont en accord avec ceux de la littérature en réponse à la RT 

seule. Sur le plan mécanistique, l’équipe de Paris a notamment décrit qu'une irradiation à 5 Gy 

ou 15 Gy sur des cellules HMVEC (human microvascular endothelial cells) provoque l'entrée 

en sénescence des cellules 21 jours post-irradiation (Lafargue et al., 2017). De plus, les cellules 

SASP, se caractérisent par une augmentation de sécrétion d'IL-1α mais aussi d'IL-6 et une 

augmentation d’expression d’ICAM-1. Ces molécules favoriseraient le processus 

inflammatoire (Cervelli et al., 2014; Ungvari et al., 2013). Il aurait été intéressant de compléter 

les données présentées dans ce travail, en étudiant notamment les molécules impliquées dans 

l’activation des cellules endothéliales (ICAM, VCAM, VE-Cadhérine), qui pourraient favoriser 

notamment le processus d’inflammation. 

 Evolution du compartiment inflammatoire 

Chez l’homme, les TAMs (tumor associated macrophages) représentent environ 30% 

de la population des cellules inflammatoires recrutées (Carvalho da Fonseca and Badie, 2013). 

En accord avec les données cliniques, nous avons montré que l’implantation de cellules de GB 
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dans un modèle de souris syngénique conduisait au développement de tumeurs présentant 

une infiltration de cellules macrophagiques. En effet, en absence de traitement, nous avons 

observé la présence des cellules myéloïdes (CD68+) dès J10 post-implantation des cellules 

tumorales, et ce pour les deux groupes de tumeurs, GL261-wt et GL261-Ang2. Cette 

infiltration augmente à J14 puisque la densité de ces cellules est 1,5 fois plus importante par 

rapport au temps J10 pour les deux groupes d’animaux. En absence de traitement, le statut 

inflammatoire des tumeurs GL261-wt et GL261-Ang2 est comparable. 

En réponse au protocole de RCT utilisé dans cette étude, l’intensité de la réponse 

inflammatoire des tumeurs GL261-wt ne semble pas modifiée, que ce soit à J10 ou à J14. Il en 

est de même pour les tumeurs GL261-Ang2 lorsque l’analyse a été effectuée en cours de 

traitement (J10). En revanche, une augmentation significative de l’infiltration des cellules 

CD68+ est observée 3 jours après la dernière fraction du traitement (J14). De cette 

observation, nous avons suggéré que l’Ang-2 pouvait exercer un effet chimioattractant sur les 

macrophages, effet que nous avons retrouvé in vitro. En effet, en présence de la protéine 

recombinante d’Ang-2 ou de surnageant de culture issu de cellules GL261-Ang2, nous avons 

observé une augmentation de la migration des cellules de la lignée macrophagique 

RAW 264.7. L’effet chimioattractant de l’Ang2 est toutefois plus marqué lorsque les cellules 

de GB sont exposées à la RCT. 

Certaines études ont décrit sur des modèles de GB, la présence d’une sous-population 

de TAM, dénommée TEM car exprimant le récepteur Tie-2 (De Palma et al., 2005; Murdoch et 

al., 2007; Venneri et al., 2007). Toutefois, nous n’avons retrouvé que très peu de ces cellules 

parmi la population totale de macrophages. C’est pourquoi, nous proposons en accord avec 

l’étude de Murdoch que l’Ang2 puisse favoriser l’infiltration macrophagique 

indépendamment de la présence du récepteur Tie-2 sur ces cellules (Murdoch et al., 2007).  

 

Les résultats présentés dans cette dernière partie de thèse sont en faveur d’un effet 

immunomodulateur induit par les cellules GL261-Ang2 exposées à la RCT. Comme le suggèrent 

les données in vitro, cet effet pourrait être direct. L’effet direct de l’Ang-2 pourrait nécessiter 

des intermédiaires moléculaires tel le SDF-1, comme il a été démontré pour le VEGF 
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(Turkowski et al., 2018). Cette hypothèse nécessiterait cependant d’être vérifiée par une 

étude du sécrétome des cellules GL261-Ang2 exposées à la RCT. 

 

 Evolution du compartiment tumoral 

En l’absence de traitement, bien que leur environnement soit différent, les tumeurs 

GL261-wt et GL261-Ang2 se développent suivant des cinétiques similaires avec un temps 

limite autour de 18 jours.  

Cependant, en réponse à la RCT, les tumeurs GL261-wt et GL261-Ang2 évoluent très 

différemment. En effet, les tumeurs GL261-Ang2 semblent totalement régresser au dernier 

temps d’étude, c’est-à-dire à 3 mois alors que les tumeurs GL261-wt ont repris leur croissance, 

14 jours post-traitement. Nous avons proposé que les tumeurs issues de l’implantation de 

cellules GL261-Ang2 après exposition à la RCT seraient plus susceptibles à déclencher une 

réaction inflammatoire. A partir des études histologiques réalisées sur les cerveaux de souris 

porteurs de tumeurs, nous avons observé qu’au cœur de la tumeur, les cellules des tumeurs 

GL261-Ang2 traitées présentaient des modifications cytomorphologiques plus marquées 

(augmentation du volume nucléaire) que celles présentes dans les tumeurs GL261-wt traitées. 

A partir de ces observations, nous avons émis l’hypothèse que ces cellules pourraient 

présenter un phénotype de sénescence. Cette hypothèse a été vérifiée in vitro mais 

nécessiterait d’être confirmée ex vivo sur les coupes de cerveaux. Ces données nous amènent 

à suggérer que la sénescence des cellules GL261-Ang2 consécutives au traitement pourraient 

être à l’origine d’un effet abscopal conduisant à une réponse inflammatoire. De tels effets ont 

notamment été décrits pour les traitements par RT (Zenkoh et al., 2017) . De façon 

intéressante, nous avons noté, qu’après RCT, les rates des animaux porteurs des tumeurs 

GL261-Ang2 étaient plus grosses, reflétant une prolifération des splénocytes, comme le 

suggèrent l’étude de Alson et al., (Alson et al., 2020). Bien que cet argument soit indirect, 

celui-ci plaide en faveur d’une activation de la rate suite au traitements des animaux porteurs 

de tumeur GL261-Ang2. Afin de renforcer l’hypothèse selon laquelle les cellules GL261-Ang2 

exposées à la RCT sont plus immunogènes, il pourrait être envisagé d’utiliser ces cellules dans 

un protocole mimant une vaccination. Ce protocole consisterait à injecter par voie sous-

cutanée des cellules GL261-Ang2 préalablement traitées à la RCT in vitro, à des souris 
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syngéniques. Puis, quelques jours après cette injection, les cellules GL261-wt et/ou 

GL261-Ang2 seraient implantées dans le cerveaux de ces mêmes souris (Lumniczky et al., 

2002; Zenkoh et al., 2017). 

 Perspectives  

Les résultats de cette étude, réalisée à 2 temps de RCT (pendant et 3 jours post-

traitement), suggèrent que les tumeurs issues de l’implantation des cellules GL261-Ang2 

exposées à ce protocole favorisent le recrutement des macrophages. A ces temps, l’Ang-2, en 

agissant sur les cellules myéloïdes, pourrait être considérée comme un médiateur de 

l’immunité innée. Concernant les cellules de l’immunité acquise, nous avons également décrit 

un recrutement de cellules CD4+ et CD8+ lors de la progression tumorale qui semble être 

diminué par le traitement aussi bien pour les tumeurs GL261-wt que pour les tumeurs 

GL261-Ang2. Les résultats des études immunohistologiques à long terme montrent également 

pour les tumeurs GL261-Ang2 la présence de cellules de l’immunité innée et acquise au niveau 

du tissu tumoral résiduel que ce soit à 1,5 ou 3 mois post-RCT. Cependant, nous ne disposons 

d’aucune information entre l’intervalle de temps : J14 et J42. Il serait donc nécessaire de 

compléter ces résultats par une étude réalisée en cinétique afin de déterminer l’intervention 

temporelle de chacune des cellules myéloïdes et lymphoïdes en réponse à la RCT. Au-delà de 

l’infiltration, il serait également majeur d’évaluer le statut d’activation de ces cellules. Une 

étude par cytométrie de flux à partir de prélèvements de tumeur à différents temps 

post-traitement serait plus appropriée pour dresser un profil longitudinal qualitatif et 

quantitatif de l’infiltration des différentes cellules de l’immunité susceptibles d’intervenir 

suite à ce protocole de RCT. L’analyse en cytométrie de flux serait par ailleurs une première 

approche permettant également de renseigner sur le statut d’activation de ces cellules. 

Sur le plan moléculaire, en réponse à ce protocole de RCT, l’immunité anti-tumorale 

pourrait être restaurée sur les tumeurs GL261-Ang2, via une sécrétion d’IL-12. En effet, les 

travaux de Garcia et al., montrent que l’Ang-2 en présence de TNF-α stimule la synthèse 

d’IL-12 par les macrophages (García et al., 2014). Par ailleurs, sur un modèle de carcinome 

hépatique, la RT combinée à l’IL-12 conduit à la clairance tumorale en activant les cellules 

immunostimulatrices (CD8, cellules dendritiques et natural killer) (Wu et al., 2018).  
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En résumé, dans notre étude, les données recueillies dans les phases précoces de 

traitement de RCT, suggèrent que l’Ang-2 soit un facteur modulateur de l’immunité innée. 

Toutefois, ces données, confrontées à celles de la littérature, soulignent également 

l’importance de mener une étude en cinétique. Cette étude contribuerait 1/ à élucider le 

signal cellulaire et/ou moléculaire (Ang-2 et IL-12 ?) à l’origine de cet effet cytostatique et 

cytotoxique de la RCT observé sur les tumeurs GL261-Ang2 dans les premières phases post-

traitement ; 2/ à établir si ces signaux sont suffisants pour permettre de rétablir une 

environnement inflammatoire anti-tumoral conduisant à la clairance de la tumeur au moins 

pendant 3 mois. Par ailleurs, au regard du lien étroit entre l’inflammation et l’angiogenèse, il 

serait tout aussi important d’étudier sur cette même cinétique l’évolution de la vascularisation 

en s’intéressant non seulement à définir les modifications morphologiques et 

hémodynamiques présents dans la tumeur des vaisseaux mais également en caractérisant le 

statut d’activation des cellules endothéliales. 

Les principaux résultats et les perspectives de cette étude sont présentés 

schématiquement sur La Figure 96. 

 

Figure 96 : Schéma de conclusion des effets d’une surexpression d’Ang-2 associée à une 
radiochimiothérapie sur le modèle de GB GL261. 
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Discussion générale 

Les travaux de cette thèse ont été engagés afin de déterminer le rôle de l’Ang-2 dans 

la réponse des GB au traitement de radiochimiothérapie (RCT). Nous avons notamment 

montré que les tumeurs issues de cellules de GB surexprimant l’Ang-2 traitées par RCT 

évoluaient favorablement, puisqu’une clairance de ces tumeurs est observée à 3 mois, qui 

correspond au temps terminal de l’étude. Nos résultats suggèrent que dans ces tumeurs, suite 

à ce traitement, une immunité anti-tumorale puisse être restaurée dans les tumeurs 

GL261-Ang2. Ainsi, le traitement de RCT contribuerait à faire évoluer le statut immunologique 

de ces tumeurs GL261-Ang2 : Making Immune “Cold” Tumors “Hot” (Figure 97) (Gough, 2017). 

 

Historiquement, l’Ang-2 a été initialement décrite comme un facteur angiogénique 

agissant de concert avec le VEGF au cours de l’angiogenèse physiologique. Puis, cette cytokine 

a été impliquée dans l’angiogenèse de certaines tumeurs solides y compris celles des GB. Bien 

qu’une surexpression de l’Ang-2 soit associée à la progression des GB, à l’échelle préclinique, 

les données sont plus controversées quant à son rôle pro- ou anti-angiogénique suivant le 

contexte tumoral étudié. Par ailleurs, il a été également montré que l’Ang-2 contribuerait à 

l’échappement des GB aux traitements anti-VEGF (Labussière et al., 2016; Scholz et al., 2016). 

Figure 97 : Making immune “Cold” tumors “Hot” 

Ce concept repose sur le fait que la radiochimiothérapie provoquent des lésions tissulaires et la mort des cellules 
cancéreuses, ce qui peut ainsi permettre aux cellules immunitaires d'infiltrer la tumeur et réactiver l’immunité 
anti-tumorale. (D’après Gough, 2017)  
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Plus récemment, l’Ang-2 a été également décrite comme un facteur pro-inflammatoire 

dans différents contextes pathologiques, y compris les tumeurs solides. L’inflammation étant 

en partie dépendante du compartiment vasculaire, il a été proposé qu’une même molécule 

pouvait participer à la régulation de ces deux processus. Tel est le cas du VEGF mais aussi de 

l’Ang-2. Dans les GB, la population de cellules myéloïdes (dont les macrophages, dits TAM) 

représente jusqu’à 30% des cellules de l’inflammation (Carvalho da Fonseca and Badie, 2013). 

Nos résultats montrent que précocement, la RCT potentialiserait le recrutement des TAM 

dans les tumeurs GL261-Ang2 (Figure 96) et que le microenvironnement inflammatoire 

évoluerait favorablement et de façon soutenue pour que la tumeur puisse régresser et 

disparaitre pendant un temps relativement long (3 mois).  

En revanche, selon certains auteurs, l’Ang-2 en absence de traitement de RCT, 

favoriserait le recrutement d’une sous-population de macrophages dénommées TEM (Cortes-

Santiago et al., 2016; Venneri et al., 2007) et favoriserait également le phénotype 

pro-angiogénique de ces cellules inflammatoires dites M2 like (Coffelt et al., 2010, 2011). En 

outre, ces macrophages M2 like sont décrits également comme des cellules 

immunosuppressives et ce notamment, en limitant l'activation des cellules immunitaires et 

l'expansion des cellules Treg dans les tumeurs (Coffelt et al., 2011). 

Au vu de ces données et afin de renforcer les thérapies anti-angiogéniques dans les 

GB, il a été envisagé de combiner une stratégie bloquant l’Ang-2 à celle bloquant le VEGF dans 

l’objectif d’agir sur la vascularisation tumorale tout en limitant son environnement 

immunosuppressif (Grenga et al., 2015; Kloepper et al., 2016; Peterson et al., 2016).  

En 2016, l’équipe de Jain a apporté la preuve de concept étayant cette hypothèse en 

montrant l’efficacité d’un traitement par un anticorps bispécifique ciblant le VEGF et l’Ang-2 

(Kloepper et al., 2016 ; Peterson et al., 2016). Sur des modèles de GB, ce traitement, via des 

effets vasculaires et immunomodulateurs, conduit à un ralentissement de la progression 

tumorale et à une augmentation de la survie des animaux ; ces effets étant imputés à la 

reprogrammation des macrophages pro-angiogéniques et immunosuppresseurs (M2 like) vers 

un phénotype anti-tumoral (M1 like). Si les résultats étaient prometteurs sur les modèles 

précliniques, une étude clinique de phase II, menée sur des patients porteurs de GB en 

récidive, n’a cependant pas montré de valeur ajoutée de la stratégie combinant les anti-Ang-2 
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aux anti-VEGF (Reardon et al., 2018). La divergence de résultats entre ces études pourrait 

s’expliquer, en partie, par le fait qu’à l’échelle préclinique, les études n’intègrent pas les 

modalités des traitements conventionnels que sont la RT et la CT. Or, ces traitements 

conventionnels ciblent certes les cellules tumorales, mais ne seront pas sans conséquences 

sur le compartiment vasculaire et inflammatoire. C’est ainsi que l’étude de Winkler et al., 

réalisée sur un modèle de GB, montre un bénéfice thérapeutique de cette stratégie combinée, 

mais uniquement lorsque le ciblage bispécifique anti-Ang-2/VEGF est associé à la CT seule. En 

revanche, ces mêmes auteurs montrent que la RT est plus efficace uniquement lorsqu’elle est 

combinée à un anti-VEGF (Solecki et al., 2019). L’équipe d’Alitalo rapporte, quant à elle, sur 

un modèle de mélanome, un effet bénéfique d’une stratégie associant un anti-Ang-2 à une RT 

à faibles doses (Kallio et al., 2020). Toutefois, selon ces mêmes auteurs, le blocage de l’Ang-2 

combiné à la RT s’accompagne d’un effet rebond, avec une augmentation d’expression des 

ARNm d’Ang-2 par les cellules endothéliales HUVEC (Kallio et al., 2020). 

Les données bibliographiques présentées ci-dessus suggèrent que les propriétés 

angiogéniques et immunomodulatrices de l'Ang-2 et du VEGF dépendent probablement non 

seulement de la concentration de ces cytokines dans la tumeur mais aussi de l'évolution du 

microenvironnement tumoral (vascularisation, compartiment inflammatoire) qui sera 

remodelé par la radio- et chimiothérapie.  

Comme nous l’avons mentionné précédemment, pour les GB, peu d’études incluent 

ces protocoles de RCT dans les étapes de validation de nouvelles approches thérapeutiques. 

C’est également le cas des stratégies d’immunothérapie récemment introduites pour 

améliorer la prise en charge thérapeutique des patients porteurs de GB. A titre d’exemple, il 

a été proposé de tester le bénéfice thérapeutique de stratégies ciblant le ckeckpoint 

immunitaire PD-1/PD-L1 de PD-1. Bien que ce traitement, soit très efficace pour certains 

cancers, les résultats n’ont pas été à la hauteur des espérances pour les GB (Adhikaree et al., 

2020). Là encore, cette absence d’efficacité pourrait être attribuée à une différence d’effet de 

l’immunothérapie, lorsque cette stratégie est apportée en combinaison aux traitements 

standards. En effet, à l’échelle préclinique, il a été établi que l’expression de PD-L1 était 

augmentée ou diminuée sur les cellules de GB selon la dose de RT, son fractionnement ou la 

présence TMZ (Derer et al., 2016; Heynckes et al., 2019).  
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 Les compartiment vasculaire et inflammatoire des GB sont désormais reconnus 

comme des compartiments majeurs de la progression de ces tumeurs. A ce titre, les nouvelles 

approches thérapeutiques des GB proposent de cibler ces deux compartiments. Le VEGF et 

l’Ang-2, en tant que facteurs angiogéniques immunomodulateurs ont été identifiés comme 

des cibles de choix. Toutefois, les travaux et données de la littérature, exposés dans ce 

manuscrit montrent que l’Ang-2 peut exercer des effets opposés suivant le contexte tumoral 

et thérapeutique. En effet, selon les modèles précliniques utilisés, l’Ang-2 peut être pro- ou 

anti-angiogénique, pro- ou immunosuppressive. Il parait donc nécessaire de renforcer les 

données expérimentales actuelles, en utilisant des modèles animaux pertinents et en incluant 

les protocoles de RCT afin de statuer sur l’effet bénéfique ou délétère de l’Ang-2 dans le GB. 

 Dans un contexte thérapeutique des GB, le compartiment vasculaire est essentiel 

à la distribution de la CT, de l’immunothérapie (moléculaire ou cellulaire) mais aussi de la RT 

(en assurant une bonne oxygénation tissulaire). Apporter un traitement efficace pour les GB 

demeure un défi. L’avenir thérapeutique de ces tumeurs reposent probablement sur des 

approches multimodales de traitements. En parallèle des avancées technologiques de la RT, il 

est donc essentiel de poursuivre les études fondamentales afin d’identifier les stratégies les 

plus adaptées de façon à permettre, par exemple, une normalisation vasculaire temporaire 

ou durable au sein de la tumeur et de les associer à des stratégies qui permettraient de 

restaurer une immunité anti-tumorale de façon durable. 
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by nanoparticles on tumor associated macrophages (TAMs). 21e journée de l’école doctorale, Caen, 
21-22 mars 2019 

Communications affichées 

Congrès internationaux : 

Charly Helaine, Aurélie E. Ferré, Marine M. Leblond, Elodie A. Pérès, Myriam Bernaudin, Samuel 

Valable, Edwige Petit. Impact of Angiopoietin-2 on glioblastoma response to combined 

chemo-radiotherapy. European society of medical oncology, Barcelone, 27 Septembre - 1 Octobre 

2019. 

 
Aurélie E. Ferré, Clément Anfray, Marine M. Leblond, Hayriye Ozcelik, Charly Helaine, Sarah Komaty, 

Edwige Petit, Myriam Bernaudin, Svetlana Mintova, Samuel Valable. Impact of tumor réoxygénation 

by nanoparticles on tumor associated macrophages (TAMs). European society of medical oncology, 

Barcelone, 27 Septembre - 1 Octobre 2019.  

 

Gaëlle Lambert, Elodie A. Pérès, Charly Helaine, Didier Divoux, Jérôme Toutain, Samuel Valable, 

Myriam Bernaudin, Edwige Petit. HAF inhibition in glioma cells reduces glioma growth without 

modifying the efficacy of chemo- and radiotherapy. European association for cancer research, 

Amsterdam, 30 Juin - 3 Juillet 2018. 
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Charly Helaine, Aurélie E. Ferré, Marine Leblond, Gaëlle Lambert, Didier Divoux, Elodie A. Pérès, 

Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. Macrophages contribute to vascular damage after 

irradiation in glioblastoma: in vitro and in vivo studies. International Marie Sklodowska-Curie Meeting, 

Paris, 12 Octobre 2018. 

 

Aurélie E. Ferré, Marine M. Leblond, Charly Helaine, Élodie A. Pérès, Edwige Petit, Myriam Bernaudin, 

Samuel Valable. Effect of radio-induced products from glioblastoma cells on macrophages. 

International Marie Sklodowska-Curie Meeting, Paris, 12 Octobre 2018. 

 
Charly Helaine, Aurélie E. Ferré, Marine M. Leblond, Gaëlle Lambert, Didier Divoux, Elodie A. Pérès, 

Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. Involvement of tumor microenvironment on the 

sensitivity of glioblastoma vascularization to irradiation. Société Française d’Angiogenèse, Reims, 

14 - 16 Octobre 2018. 

 

Congrès nationaux : 

Charly Helaine, Aurélie E. Ferré, Marine M. Leblond, Aurélien Corroyer-Dulmont, Elodie A. Pérès, 

Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. La surexpression de Ang2 optimise l’efficacité de la 
chimio-radiothérapie dans les glioblastomes. Journée normande de recherche biomédicale, Caen, 19 

Novembre 2019. 

 

Charly Helaine, Aurélie E. Ferré, Marine M. Leblond, Elodie A. Pérès, Myriam Bernaudin, Samuel 

Valable, Edwige Petit. Ang2 overexpression optimizes the efficacy of chemo-radiotherapy in 

glioblastoma. 23e meeting LARC-Neuroscience, Nantes, 18 Octobre 2019. 

 

Charly Helaine, Aurélie E. Ferré, Marine M. Leblond, Aurélien Corroyer-Dulmont, Elodie A. Pérès, 

Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. Ang2 overexpression optimizes the effectiveness of 

chemo-radiotherapy on glioblastoma. 12e journées scientifiques du cancéropôle Nord-Ouest, 

Deauville, 15 - 17 Mai 2019. 

 

Aurélie E. Ferré, Clément Anfray, Marine Leblond, Hayriye Ozcelik, Charly Helaine, Sarah Komaty, 

Edwige Petit, Myriam Bernaudin, Svetlana Mintova, Samuel Valable. Impact of tumor réoxygénation 

by nanoparticles on tumor associated macrophages (TAMs). 12e journées scientifiques du cancéropôle 

Nord-Ouest, Deauville, 15 - 17 Mai 2019. 

 

Charly Helaine, Aurélie E. Ferré, Marine M. Leblond, Aurélien Corroyer-Dulmont, Elodie A. Pérès, 

Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. Influence of Ang2 overexpression in the recurrence 

of glioblastoma after chemo-radiotherapy. 21e journée de l’école doctorale, Caen, 21-22 mars 2019. 

 

Charly Helaine, Aurélie N. Gérault, Marine M. Leblond, Aurélien Corroyer-Dulmont, Gaëlle Lambert, 

Didier Divoux, Elodie A. Pérès, Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. A dialogue between 

endothelial cells and macrophages might contribute to vasculopathy in response to brain radiotherapy. 

20e journée de l’école doctorale, Rouen, 22-23 Mars 2018. (1er prix Poster). 
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Gaëlle Lambert, Elodie A. Pérès, Charly Helaine, Didier Divoux, Jérôme Toutain, Samuel Valable, 

Myriam Bernaudin, Edwige Petit. What about HAF in proliferation and radioresistance of glioma cells 

in vitro? 20e journée de l’école doctorale, Rouen, 22-23 Mars 2018. 

 

Charly Helaine, Aurélie N. Gérault, Marine M. Leblond, Aurélie Ferré, Aurélien Corroyer-Dulmont, 

Gaëlle Lambert, Didier Divoux, Elodie A. Pérès, Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. 

Influence of the tumor microenvironment on the radiosensitivity of the vascular component of 

glioblastoma: in vivo and in vitro studies. Journée normande de recherche biomédicale, Caen, 14 

Novembre 2017.  

 

Charly Helaine, Aurélie N. Gérault, Marine M. Leblond, Aurélien Corroyer-Dulmont, Gaëlle Lambert, 

Didier Divoux, Elodie A. Pérès, Myriam Bernaudin, Samuel Valable, Edwige Petit. Study of the 

radiosensitivity of the vascular compartment in a context of glioblastoma. 10e journées scientifiques 

du cancéropôle Nord-Ouest, Deauville, 10-12 Mai 2017. (2e prix Poster). 

 

Marine M. Leblond, Elodie A. Pérès, Charly Helaine, Aurélie N. Gérault, Damien Moulin, Clément 

Anfray, Didier Divoux, Edwige Petit, Myriam Bernaudin, Samuel Valable. X-ray irradiation favors M2 

phenotype of macrophages in glioblastoma. 10e journées scientifiques du cancéropôle Nord-Ouest, 

Deauville, 10-12 Mai 2017 

 

Affiliations à des sociétés scientifiques 

2018 – 2020   Membre de la “Société Française d’Angiogenèse”  

2020 Membre de la “Société Cerveau et Maladies Cérébrovasculaires” 

2019 Membre de la “European Society of Medical Oncology” 

 

Vulgarisation scientifiques 

2018  Fête de la Science – Caen  

Festival de l’excellence normande (FENO) – Caen  

2017 Fête de la Science – Caen  

 Semaine du cerveau - École élémentaire de Vily-Bocage (14) 
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Prix et financements 

2019 Bourse de voyage par l’EdNBise-497 pour la présentation affichée de 

résultats au congrès « European Society for Medical Oncology » ESMO, 

Barcelone, Espagne Fête de la Science – Caen  

Bourse de voyage par le cancéropôle nord-ouest (CNO) pour la 

présentation affichée de résultats aux 12e journées scientifiques du CNO, 

Deauville, France 

2018 Bourse de formation par l’EdNBise pour le DU expérimentation animale, 

Caen, France  

 Prix poster du public aux 20e journées de l’école doctorale, Rouen, France 

2017 Bourse de voyage par le cancéropôle nord-ouest (CNO) pour la 

présentation affichée de résultats aux 10e journées scientifiques du CNO, 

Deauville, France 

 2ème Prix poster aux 10e journées scientifiques du CNO, Deauville, France 

 



Évaluation préclinique de l’effet de l’Angiopoïétine-2, un facteur angiogénique immunomodulateur, sur la progression 

du glioblastome et sa réponse à la radiochimiothérapie 

Le glioblastome (GB) est un cancer au pronostic sombre, malgré une thérapeutique agressive qui consiste en une chirurgie suivie 
d'une radiochimiothérapie (RCT). Ces tumeurs cérébrales sont caractérisées par un environnement richement vascularisé et une 
inflammation immunosuppressive. Cet environnement tumoral contribue non seulement à la progression des GB mais aussi à leur 
résistance aux traitements. La progression des GB s’accompagne d’une surexpression d’Angiopoïétine-2 (Ang-2) identifiée comme 
l’un des facteurs contrôlant l'angiogenèse de ces tumeurs. Plus récemment, l'Ang-2 a été également impliquée dans les processus 
d’inflammation. Cependant, à ce jour, l’impact de ce facteur angiogénique immunomodulateur sur la progression des GB et leur 
réponse aux traitements conventionnels, n'a pas été clairement identifié. Cette étude a été entreprise afin de clarifier ces deux 
points en utilisant un modèle syngénique orthotopique de GB (lignée cellulaire GL261). Les cellules GL261 ont été modifiées 
génétiquement afin de surexprimer l’Ang-2. Les résultats, obtenus ont montré que les tumeurs GL261-Ang2 et GL261-wt suivent 
des croissances similaires alors que leur environnement vasculaire et inflammatoire est différent. En revanche, en réponse au 
traitement RCT, la progression des tumeurs GL261-Ang2 et GL261-wt est totalement différente puisque pour les tumeurs contrôles, 
une récurrence est observée 15 jours après traitement, alors que la RCT induit une régression des tumeurs GL261-Ang2, encore 
visible à 3 mois. L’étude du compartiment vasculaire et inflammatoire aux temps précoces de traitement a permis de montrer que 
les vaisseaux présents dans la tumeur GL261-Ang2 sont plus sensibles à la RCT, alors qu’une augmentation de migration de TAM 
(tumor associated macrophages) est observée. Des expériences réalisées in vitro sur les macrophages RAW 264.7 ont mis en 
évidence un effet chimioattractant de l’Ang-2. Par ailleurs, nous avons montré que la surexpression de l'Ang-2 dans les cellules 
GL261 exposées à la RCT favorise la sénescence et induit une instabilité génomique robuste conduisant à la mort mitotique de ces 
cellules. Collectivement, ces résultats précliniques suggèrent qu'en plus de ses effets sur le compartiment vasculaire, l'Ang-2, en 
agissant sur l'inflammation, améliore drastiquement l'efficacité du protocole de RCT utilisé sur ce modèle préclinique de GB, 
empêchant la récidive tumorale au moins pendant 3 mois. 

Mots clés : Glioblastome – Angiopoïétine-2 – Vascularisation – Inflammation – Microenvironnement – Radiothérapie – 
Chimiothérapie – Radiochimiothérapie 

Preclinical evaluation of Angiopoietin-2 effect, an immunomodulatory angiogenic factor, on glioblastoma progression 

and its response to radiochemotherapy 

Glioblastoma (GB) is one of the most lethal cancers despite aggressive therapy consisting of surgery followed by radiochemotherapy 
(RCT). These brain tumors are characterized by a highly vascularized environment and immunosuppressive inflammation. This tumor 
environment contributes not only to the progression of GB but also to their resistance to treatments. The progression of GB is 
accompanied by an overexpression of Angiopoietin-2 (Ang-2) identified as one of the main regulators of angiogenesis in these 
tumors. Recently, Ang-2 has also been involved in inflammatory processes. However, to date, the impact of this immunomodulatory 
angiogenic factor on the progression of GB and their response to conventional treatments has not been clearly identified. This study 
was undertaken to clarify these two points using an orthotopic syngeneic model of GB (GL261 cell line). GL261 cells were genetically 
engineered to overexpress Ang-2. Our results showed that the GL261-Ang2 and GL261-wt tumors displayed similar growths although 
their vascular and inflammatory environments are different. Futhermore, in response to RCT treatment, the progression of GL261-
Ang2 and GL261-wt tumors is totally different since for control tumors, recurrence is observed 15 days after treatment, while RCT 
induces a regression of GL261-Ang2 tumors, still visible at 3 months. The study of the vascular and inflammatory compartments at 
the early stages of treatments has shown that the vessels present in the GL261-Ang2 tumor are more sensitive to RCT, while an 
increase in migration of TAM (tumor associated macrophages) is observed. Experiments performed in vitro on RAW 264.7 
macrophages demonstrated a chemoattractant effect of Ang-2. Furthermore, we showed that the Ang-2 overexpression in GL261 
cells exposed to RCT promotes senescence and induces a robust genomic instability leading to the mitotic death of these cells. 
Collectively, these preclinical results suggest that in addition to its effects on the vascular compartment, Ang-2, by acting on 
inflammation, enhances drastically the efficacy of RCT protocol used in this preclinical model of GB, preventing tumor recurrence 
for at least 3 months. 

Keywords : Glioblastoma – Angiopoietin-2 – Vascularization – Inflammation – Microenvironment – Radiotherapy – 
Chemotherapy – Radiochemotherapy 

Discipline : Aspects moléculaires et cellulaires de la biologie 

Adresse du laboratoire :  ISTCT UMR6030-CNRS, CEA, Université de Caen-Normandie 
GIP CYCERON 
Boulevard Henri Becquerel 
14074 Caen, France 


