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JNK : c-Jun N-terminal Kinase 

Kd : Constante de dissociation 

KEL : Kell metallo-endopeptidase 

Ki67 : Marker of proliferation Ki-67 (gène : 
MKI67) 
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PD-1 : Programmed cell Death protein 1 

PD-L1 / 2 : Programmed Death-Ligand 1 / 2 

PDGF : Platelet Derived Growth Factor 

PDGFRA : Platelet Derived Growth Factor 
Receptor Alpha 
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PET : Positron Emission Tomography ou 
Tomographie par émission de positons 
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PI3K : Phosphatidylinositol-3-kinase 

PI3KR1 : PI3K Regulatory subunit 1 
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PIK3CA : Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 
3-kinase Catalytic subunit Alpha 

PKA : Protéine Kinase A 

PLCγ : Phospholipase C γ 
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PMEL : Melanocyte protein PMEL 
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PPP1R13L : Protein Phosphatase 1 
Regulatory subunit 13 Like, RelA-associated 
inhibitor 
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Rb : Retinoblastoma protein (gène : RB1) 
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RIP2 : Receptor-interacting protein 2 

RIPA : Radioimmunoprecipitation assay 

RSRC1 : Arginine and Serine Rich Coiled-coil 
1 

RT : Radiothérapie 

RTK : Récepteur Tyrosine Kinase 

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 

SDS-PAGE : SDS–Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis 
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SHP-1 / 2 : Protein-tyrosine phosphatase SHP-
1 / 2 

SIDA : Syndrome d’Immunodéficience Acquise 

Skp2 : S-phase kinase-associated protein 2 

Smad3 : Mothers against decapentaplegic 
homolog 3 

SNARE : SNAP REceptor 

SNF8 : Vacuolar-protein sorting SNF8 

Sort1 : Sortiline ou NTSR3 

SOX2 : SRY-box transcription factor 2 

SNC : Système nerveux central 

SNP : Système nerveux périphérique 

SPTA1 : Spectrin Alpha, erythrocytic 1 

STAM-1 / 2 : Signal Transducing Adapter 
Molecule-1 / 2 

STAT3 : Signal transducer and activator of 
transcription 3 

STING : Stimulator of interferon genes protein 

SYT1 : Synaptotagmin 1 

TACC : Transforming Acidic Coiled-coil 
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Tat-Pep5 : p75NTR inhibitor Pep5 

TCF4 : Transcription Factor 4 

TCGA : The Cancer Genome Atlas 

TCR : T-Cell Receptor 

TEM : Transition Epithélio-mésenchymateuse 
ou MET 

TERT : Telomerase Reverse Transcriptase 

TGF-β : Transforming growth factor beta 

THPA : The Human Protein Atlas 

TIGIT : T cell immunoreceptor with Ig and ITIM 
domains 

TIM-3 : T-cell immunoglobulin mucin receptor 3 

TKI : Inhibiteur de Tyrosine Kinase 

TMZ : Témozolomide 

TNF : Tumor Necrosis Factor 

TNFRSF : TNF Receptor Superfamily 

TP53 : voir p53 

tPA : Tissue plasminogen activator 

TRAF4 / 6 : TNF Receptor-Associated Factor 4 
/ 6 

TrkA / B / C : Tropomyosin Receptor Kinase A 
/ B / C (gènes : NTRKA/B/C) 

TSC1 / 2 : Tuberous Sclerosis Complex 
subunit 1 / 2 

Tsg101 : Tumor susceptibility gene 101 protein 

U87-MG : Uppsala-87 Malignant Glioma 

UBAP-1 : Ubiquitin Associated Protein-1 

UIM : Ubiquitin Interaction Motifs 

uPA : Urokinase-type plasminogen activator 

VAMP7 : Vesicle-associated membrane 
protein 7 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR2 : Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor 2 

VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 

Vps : Vacuolar Protein Sorting  

YKL-40 : voir CHI3L1 

ZO-1 : Tight junction protein ZO-1 

 



 

Introduction 

1.1. Le glioblastome 

1.1.1. Le système nerveux central : composition et fonctions 

Le système nerveux central (SNC), appareil de coordination entre les différents 

systèmes, permet la réalisation intégrée des fonctions physiologiques. Il est composé du 

cerveau (fonctions supérieures de l’intellect), du cervelet (maintien de la posture, 

coordination des mouvements, mémoire gestuelle), du tronc cérébral (contrôle de la 

respiration et du rythme cardiaque) et de la moelle épinière (transmission des signaux 

nerveux et actions réflexes). Les deux grands types cellulaires, neuronal et glial, vont 

assurer ces fonctions au sein du tissu nerveux.  

Les neurones constituent l’unité fonctionnelle du système nerveux, permettant la 

transmission de signaux nerveux. Par ce processus, ils sont capables d’intégrer les signaux 

internes et externes de l’individu, de les assimiler et d’y répondre en émettant de nouveaux 

influx nerveux pour maintenir l’homéostasie. Si l’information est produite au sein du système 

nerveux central par les neurones, la conservation, la transmission de ces informations est 

permise par la névroglie. 

 La névroglie forme la majeure partie des cellules du SNC (environ 90 %) et la moitié 

de son volume. Elle est composée de 4 types cellulaire principaux dont la fonction est de 

supporter le bon fonctionnement des neurones et leur homéostasie. 

Figure 1 : Représentation schématique des population cellulaires du système nerveux central (SNC). 

Les neurones vont survivre au sein du SNC par leurs interactions avec les cellules de la glie. Les 

astrocytes vont permettre l’interaction et les échanges entre les neurones et les capillaires cérébraux. 

Les oligodendrocytes vont permettre de former les gaines de myéline le long des axones. La microglie 

va remplir le rôle de système immunitaire dans le contexte particulier du SNC. (Adaptée de Human 

Physiology, Ninth Edition par Lauralee Sherwood, 2016) 



Axel Boukredine | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2021 24 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 Les astrocytes (du grec astro, étoile et cyte, forme) forment la populaire majoritaire et 

permettent l’organisation spatiale du système nerveux (Wallraff et al., 2006a). Près des 

capillaires sanguins, ils vont former et maintenir la barrière hémato-encéphalique (BHE), qui 

permet d’isoler et de protéger le SNC, en filtrant les nutriments (Hawkins and Davis, 2005). 

Ils sont capables de contrôler la concentration de neurotransmetteurs et de K+ dans le milieu 

(Anderson and Swanson, 2000; Wallraff et al., 2006b). Ils vont permettre le retour des 

conditions optimales à la survie des neurones dans des contextes traumatiques en 

promouvant la régénération neurale (He et al., 2020). Le rôle clé des astrocytes est permis 

par la présence de jonctions communicantes, au niveau des synapses, créant un système de 

communication neuro-gliale avec des synapses tripartites (Croft et al., 2015a). Les 

astrocytes exercent un contrôle étroit sur les synapses (formation, maturation et stabilité), 

contribuant à la plasticité synaptique et cérébrale (Chung et al., 2015). 

 Les oligodendrocytes forment les gaines de myéline isolantes entourant les axones, 

afin d’empêcher la déperdition de l’influx nerveux et surtout d’augmenter sa vitesse (Bercury 

and Macklin, 2015). La régénération de ces gaines à la suite de traumatismes nerveux est 

permise par la plasticité gliale, permettant une intégrité des échanges nerveux (Chamberlain 

et al., 2017).  

 Les cellules de la microglie constituent les cellules immunes du SNC. La microglie a 

une origine embryologique différente du reste des cellules gliales, provenant de cellules 

souches hématopoïétiques et sont proches des macrophages (Kettenmann et al., 2011). 

Leur fonctionnement va débuter lors de la maturation cérébrale en éliminant les débris 

cellulaires. De plus, elle change de morphologie et de physiologie en réaction à 

l’inflammation locale (Hanisch and Kettenmann, 2007). Ces changements sont liés à 

l’expression du CMH II et des cytokines pro-inflammatoires (Colton, 2009). Dans le cadre 

d’inflammations plus fortes, la microglie subit des transformations plus profondes, des 

polarisations plus spécifiques et sensibles aux conditions pathologiques et à la zone 

d’inflammation (Aguzzi et al., 2013; Goings et al., 2006; Kettenmann et al., 2011). 

 Les épendymocytes, présents au niveau des parois des cavités ventriculaires du 

SNC, jouent un rôle de barrière. Certaines cellules, formant les plexus choroïdes dans les 

3èmes et 4èmes ventricules produisent le liquide céphalo-rachidien (LCR) en circuit fermé 

(Jiménez et al., 2014). De plus, ils représentent un pool de cellules souches limité, 

permettant le renouvellement des cellules gliales (Marichal et al., 2017).   

 Si les neurones sont dans l’incapacité de se diviser, les cellules gliales vont se 

renouveler et leurs transformations malignes peuvent conduire à la formation des gliomes. 

1.1.2. Les gliomes et leur classification 

Les gliomes sont les tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes, d’origine 

gliale. Au 17ème rang des cancers, il est diagnostiqué environ 250 000 nouveaux cas de 

tumeurs cérébrales par an et 77 % d’entre elles sont des gliomes séparés en astrocytomes, 

oligodendrogliomes, oligoastrocytomes et glioblastomes, classés d’un grade de I à IV (Louis 

et al., 2007). 
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1.1.2.1. Historique des classifications des gliomes selon l’OMS 

Le classement actuel de l’OMS, datant de 2016, constitue un standard international 

basé sur l’histopathologie et les altérations génétiques (Louis et al., 2016). 

Les prémisses remontent à 1926, où est établie la première classification des 

gliomes. Elle se basait sur des critères histologiques (Bailey and Cushing, 1927) et sur l’idée 

que ces tumeurs provenaient de cellules embryonnaires dont le stade de développement  

conditionnait la tumeur (Bailey and Bucy, 1929). Une nouvelle classification fut établie 20 ans 

après ajoutant la notion d’anaplasie (Kernohan and Mabon, 1949). Il était alors proposé que 

les tumeurs provenaient de cellules adultes, ayant subi une dédifférenciation, avec un 

classement gradué pour signifier l’agressivité. 

L’apport majeur de l’OMS arriva en 1979, par la formation de groupes homogènes de 

tumeurs au sein de la première classification afin d’améliorer le traitement (Zülch, 1979). Une 

deuxième version a été réalisée en 1993, ajoutant de l’immunohistochimie (Kleihues et al., 

1993). La troisième version a vu le jour en 2000, actualisée en 2002, avec des critères 

morphologiques qualitatifs (morphologie des cellules), provoquant des biais de subjectivité 

sur l’identification mais intégrant les premiers éléments génétiques (Kleihues et al., 2002; 

Kleihues and Sobin, 2000). 

Des compléments génétiques et de biologie moléculaire furent intégrés dans la 4ème 

version de la classification de l’OMS en 2007 (Louis et al., 2007). Néanmoins, ces ajouts 

n’étaient qu’une aide à l’identification et non à la thérapeutique (Rousseau et al., 2008). De 

ce fait, cette classification restait profondément dépendante des observateurs et de 

l’identification de l’histologie tumorale (Giannini et al., 2001). 

Un colloque en 2014 permit de combler en partie ces lacunes, en ajoutant une 

catégorie de tumeurs de type indéterminé appelée NOS ou « Not Otherwise Specified » 

(Louis et al., 2014). Le système proposé se base sur : 

- la classification histologique, par une observation microscopique des échantillons 

de tumeurs après un marquage classique hématoxyline / éosine et d’éventuelles 

techniques complémentaires comme l’immunohistochimie ; 

- le grade OMS, s’appuyant sur l’évolution tumorale et ses origines ; 

- les informations moléculaires d’intérêt, regroupant l’ensemble des résultats des 

tests moléculaires effectués sur la tumeur, tels que les statuts mutationnels, les 

états de méthylation du promoteur de MGMT ; 

- le diagnostic intégré synthétisant l’ensemble des informations 

précédentes permettra de poser un diagnostic le plus précis possible et d’adapter 

au mieux les traitements. 

L’OMS qualifie les tumeurs à l’aide d’un grade histologique qui est défini comme suit : 

- le grade I cible les tumeurs avec un potentiel prolifératif faible et dont la guérison 

complète est possible après résection ;  
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- le grade II s’attache à des tumeurs faiblement proliférantes mais dont les 

infiltrations environnantes peuvent provoquer une récurrence après le traitement, 

voire un basculement vers les grades suivants ; 

- le grade III s’applique à des tumeurs présentant des signes manifestes 

d’agressivité, comme la présence de cellules polynucléées, une angiogenèse 

tumorale, pouvant basculer vers le grade IV ; 

- le grade IV ne s’applique qu’aux tumeurs les plus agressives, fortement 

proliférantes, avec des zones nécrotiques intra- ou péri-tumorales, une forte 

angiogenèse acquise, à l’évolution rapide et le plus souvent délétère. 

Mais l’utilisation des tests moléculaires diagnostiques est, ici, limitée à cause du 

manque de recul supposé de leur utilité. L’implication des tests moléculaires a été soumis à 

des validations préalables en raison d’un manque de recul sur ces résultats. Le recours à 

l’imagerie ou à d’autres mesures  indirectes de la tumeur n’est jugé pertinent que pour affiner 

un diagnostic dans les cas indéterminés (Louis et al., 2014). 

C’est donc, avec ces lignes directrices, que fut mise à jour la 4ème version de la 

classification de l’OMS en 2016, encore appliquée de nos jours. 

1.1.2.2. Classification actuelle des gliomes de l’OMS 

La 4ème version actualisée en 2016 est la référence de la classification des tumeurs 

du SNC. 

C’est le développement d’outils de biologie moléculaire et de génétique qui a permis 

cette 4ème version. Selon celle-ci, les tumeurs du SNC les plus fréquentes, les gliomes diffus, 

sont répartis en 3 formes majeures (Louis et al., 2016) :  

- les astrocytomes, dérivés des astrocytes avec une expression caractéristique du 

gène GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) ; 

- les oligodendrogliomes dérivés des oligodendrocytes ; 

- les oligoastrocytomes, avec des tumeurs hétérogènes aux cellules à morphologie 

astrocytaire et oligodendrocytaire. 

Dérivent ensuite différents sous-types : 

- les astrocytomes sont divisés, selon les 4 grades, en astrocytome pilocytique 

(grade I), astrocytome diffus (grade II), astrocytome anaplasiques (grade III) et 

glioblastome multiforme (grade IV) ; 

- les deux autres sous-types majeurs de gliomes (oligodendrogliomes et 

oligoastrocytomes) sont classés en grade II et grade III (anaplasique) (Wesseling 

and Capper, 2018). 



Axel Boukredine | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2021 27 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Ainsi la première approche consiste à observer la tumeur pour en tirer sa 

classification histologique au sein des différentes entités tumorales. Ensuite, est ajoutée une 

détermination génétique à partir de l’altération majeure des gliomes : la mutation IDH1 / 

IDH2. (Louis et al., 2016). Sont également recherchées des informations moléculaires / 

génétiques notamment les co-délétions 1p / 19q ainsi que d’autres, plus rares (Louis et al., 

2016; Villa et al., 2018) : 

- La délétion du gène ATRX,  

- Les mutations de H3F3A et de HIST1H3B, 

- La perte d’hétérozygotie (LOH ou loss of heterozygosity) 10q, 

- La polysomie partielle du chr. 7, 

- L’amplification du gène EGFR, 

Figure 2 : Schéma de la classification OMS 2016 des gliomes diffus 

La plupart des gliomes diffus tombent dans le cadre des 3 catégories : IDH-sauvage (en rouge), IDH-

mutant et 1p/19q non codélété (en rose) ou IDH-mutant et 1p/19q codélété (en bleu). Le plus souvent, 

les gliomes IDH-sauvage et IDH-mutant et 1p/19q non codélété sont de type astrocytaire et les 

gliomes IDH-mutant et 1p/19q codélété sont de type oligodendroglial. En fonction des caractéristiques 

histologiques (activité mitotique, angiogenèse tumorale, nécrose), les gliomes vont être classés entre 

les grades II à IV. La présence de la mutation K27M de l’histone H3, étant de mauvais pronostic, place 

les tumeurs concernées au sein du grade IV (noté H). Concernant le GBM, on distingue les lésions 

avec un état IDH-sauvage, le plus souvent des tumeurs primaires (noté P) et les lésions IDH-mutant et 

1p/19q non codélété, le plus souvent issu d’une récurrence et formant les tumeurs secondaires (noté 

S). En amont, des gliomes de grade III voire de grade II IDH-sauvage présentent les mêmes 

caractéristiques du GBM et évoluent vers le grade IV (noté !). Après des tests histologiques / 

génétiques non concluants, des entités peuvent être identifiées en tant que astrocytome, anaplasique 

ou non, « Not Otherwise Specified » ou NOS ou glioblastome NOS selon leur origine astrocytaire 

(noté 1). Dans le cas d’une origine oligondendrocytaire, il est possible d’obtenir des 

oligodendrogliome, anaplasique ou non, NOS (noté 3). Si l’histologie donne une population composite 

d’astrocytes et d’oligodendrocytes, les tumeurs sont classées en tant que oligoastrocytome, 

anaplasique ou non, NOS (noté 2). (Adaptée de Wesseling and Capper, 2018) 
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- Les mutations des gènes BRAF, TERT et TP53, 

- La présence du gène de fusion BRAF-KIAA1549.  

A l’issue des analyses histologiques et moléculaires, il est possible de définir la 

tumeur selon un algorithme de sélection (Louis et al., 2016). 

Dans cette nouvelle classification, l’entité « glioblastome multiforme » qui nous 

intéresse ici, est divisée selon le statut mutationnel des gènes IDH avec le glioblastome, 

IDH-wildtype et le glioblastome, IDH-mutant (Wesseling and Capper, 2018). La majorité des 

glioblastomes, IDH-wildtype correspondent à des profils majoritaires de glioblastomes dits 

« primaires » trouvés chez des patients plus âgés (plus de 55 ans) tandis que le profil des 

tumeurs IDH-mutants est principalement dans les cas de glioblastomes « secondaires » 

avec des patients de moins de 55 ans (Ohgaki and Kleihues, 2013). 

1.1.2.3. Les facteurs de risques des gliomes 

Dans un cadre élargi, différents facteurs ont été analysés en lien avec la survenue 

des gliomes et, plus spécifiquement, des glioblastomes, soit en termes de paramètres 

environnementaux soit de prédispositions génétiques.  

Avec seulement 5 % des cas, seuls 7 maladies génétiques rares vont présenter des 

prédispositions génétiques (Ranger et al., 2014). Ces maladies génétiques sont :  

Figure 3 : Algorithme simplifié de la classification des gliomes diffus de la classification de l’OMS 2016   

Cet algorithme représente les principales caractéristiques histologiques et génétiques de la classification OMS 

2016 des gliomes. Il permet de définir les étapes essentielles à effectuer afin d’affiner le diagnostic chez le 

patient. IDH : Isocitrate Déshydrogénase ; NOS : Not Otherwise Specified. (Adaptée de Louis et al., 2016) 
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- Le syndrome de Li-Fraumeni (Johansson et al., 2016; Vijapura et al., 2017) ; 

- Le syndrome de Lynch ou cancer colorectal héréditaire sans polypose 

(Therkildsen et al., 2015; Vijapura et al., 2017) ; 

- Le syndrome du naevus dysplasique (Baker et al., 2016) ; 

- Le syndrome de Rubinstein-Taybi (Spena et al., 2015) ; 

- Deux autres pathologies rares de défauts de développement squelettiques, le 

syndrome de Maffucci et la maladie d’Ollier (Ali, 2017; Prokopchuk et al., 2016).  

Des risques accrus de développer des gliomes existent chez les patients atteints de 

phacomatoses, des syndromes dus à des anomalies de développement des tissus d’origine 

ectodermiques, dont le système nerveux. Ceux-ci sont : 

- La neurofibromatose de type 1 ou NF1 (Friedman, 1998; Listernick et al., 1989; 

Ranger et al., 2014) ; 

- La sclérose tubéreuse de Bourneville (Roth et al., 2013).  

Néanmoins, l’ensemble de ces pathologies n’est que très minoritairement impliqué 

dans les gliomes, au vu de leur faible proportion (1 – 5 %) dans l’ensemble des cas 

documentés (Ellor et al., 2014; Ranger et al., 2014). 

Au sein des facteurs endogènes, un panel de facteurs a été observé en lien avec la 

survenue de gliomes. Ainsi, quelques études se sont penchées sur le rôle pro tumoral des 

hormones ovariennes sur les gliomes et leur développement (Kabat et al., 2010). D’autres 

études se sont appliquées aux relations entre les réactions allergiques et la survenue des 

tumeurs gliales (Chen et al., 2011; Ma et al., 2015; Zhang and Zhu, 2017). L’effet est ici 

encore plus marqué avec les hauts grades (Zhang and Zhu, 2017; Zhao et al., 2014).  

Hors de ces causes génétiques et physiologiques endogènes, une grande partie des 

études effectuées s’est penchée sur d’éventuels facteurs de risques environnementaux en 

lien avec l’apparition des tumeurs gliales. 

Au premier rang de ceux-ci, les rayonnements ionisants ont été les premiers étudiés 

avec un impact, dès de faibles doses et dès le plus jeune âge (Neglia et al., 2006). Une 

corrélation inverse fut mise en lumière entre l’âge d’irradiation et le risque de développement 

de tumeurs gliales, avec un effet dose-dépendant (Braganza et al., 2012; Karlsson et al., 

1998; Preston, 2002). Des études ont également démontré l’impact des faibles doses chez 

des enfants (Mathews et al., 2013; Pearce et al., 2012). Il a été également démontré que 

certains traitements radiothérapeutiques seraient susceptibles, en conjonction avec la 

pathologie elle-même, d’augmenter les risques de développer un GBM (Salvati et al., 2003). 

D’autres études ont observé le rôle des rayonnements non-ionisants, notamment les 

rayonnements électromagnétiques de téléphones portables, du par leur usage croissant et 

l’exposition croissante. In fine, les rayonnements électromagnétiques non-ionisants n’ont pas 

pu être liés de manière causale à l’apparition directe des tumeurs gliales et des GBM 

(Alifieris and Trafalis, 2015). 
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D’autres facettes environnementales ont été étudiées comme le régime alimentaire, 

avec l’effet négatif des nitrites et nitrates (Blowers et al., 1997; Huncharek et al., 2003; P. 

Wang et al., 2016). D’autres composés supposés carcinogènes ont été étudiés dans le 

prisme de leur relation avec la déclaration des gliomes mais aucun n’a pas pu être associé 

avec certitude, à l’instar de l’alcool ou du tabagisme (Benke et al., 2017; Galeone et al., 

2013; Hou et al., 2016; H. Li et al., 2016; Qi et al., 2014).  

Des différents facteurs étudiés, seul l’influence des rayonnements ionisants a pu être 

établi avec certitude comme facteur pro-tumoral. 

1.1.2.4. Définition et épidémiologie du glioblastome 

Le glioblastome multiforme est, selon la dernière définition de l’OMS, un astrocytome 

(voire un oligoastrocytome) de grade IV, soit la tumeur la plus agressive (Louis et al., 2016). 

Elles sont présentes dans 95 % des cas dans la région supratentoriale (Nakada et al., 2011). 

La transformation maligne des astrocytes est la principale raison de gliomagenèse (95 % des 

cas). Elle peut toucher des cellules progénitrices adultes au vu de leurs caractéristiques 

communes mais seulement dans de rares cas (Gilbertson and Rich, 2007).  

Les tumeurs sont séparées entre les GBM primaires, de novo sans précurseur 

tumoral (90 % des cas) et les GBM secondaires, issus de tumeurs de grade inférieur 

transformées. Le profil des patients diffère selon le type de GBM : les patients atteints de 

GBM secondaires sont plus jeunes (40 ans en moyenne contre 55 ans pour les GBM 

primaires) et ont une meilleure survie (T. Wilson et al., 2014). Elles sont divisées en 4 sous-

types selon les patterns d’expressions protéiques, le développement tumoral et la survie du 

patient : classiques, mésenchymateux, neural et proneural (H. Wang et al., 2015). Les 

patients atteints d’une tumeur proneurale, plus jeunes, ont une meilleure survie. Les 

réponses aux traitements divergent également : seul le sous-type proneural ne répond pas 

avec la même intensité aux traitements (Verhaak et al., 2010a).  

Le GBM possède une structure hétérogène visible à l’œil nu, avec des zones 

hémorragiques et nécrotiques (préférentiellement au centre de la tumeur) mais aucune 

structure-type ne peut être établie en raison de sa forte variabilité (Agnihotri et al., 2013). La 

tumeur, anaplasique, se distingue, macroscopiquement, comme une lésion irrégulière de 

taille inhabituelle au sein de la matière blanche. On distingue une population de petite taille 

indifférenciée au centre de la tumeur, entourée de populations de cellules plus grandes et 

différenciées (Frosch, 2012; Persano et al., 2013). 
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Cette forme est l’entité la plus fréquente, avec plus de 45,6 % des tumeurs gliales et 

avec une incidence de 5 cas pour 100 000 personnes en France (Baldi et al., 2010; Ostrom 

et al., 2014). Les hommes sont plus touchés avec un ratio de 1,6 :1 contre les femmes et 

idem pour les personnes d’origine caucasienne (Ellor et al., 2014). Des cas de glioblastomes 

Figure 4 : Pathogenèse moléculaire et génétique du GBM   

Les altérations génétiques et chromosomiques des GBM primaires et secondaires sont présentées.  

Les GBM primaires apparaissent de novo, tandis que les GBM secondaires proviennent 

d'astrocytomes de grade inférieur. Les GBM primaires et secondaires contiennent des aberrations 

similaires, bien que certaines aberrations soient plus fréquentes selon leur origine. Une analyse 

génomique intégrée permet de séparer les GBM primaires et secondaires en quatre sous-types 

distincts caractérisés par des altérations moléculaires spécifiques. OLIG2 : oligodendrocyte 

transcription factor 2, PTEN : phosphatase and tensin homolog, LOH : loss of heterozygosity, INK4A : 

inhibitor kinase 4A, ARF : alternate reading frame, MDM2 : mouse double minute 2, RB : 

retinoblastoma, PDGFR : platelet derived growth factor receptor, PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase, 

VEGF : vascular endothelial growth factor, NF1 : neurofibromin 1, MET : met proto-oncogene, 

CHI3L1 : chitinase3-like 1, CD44 : cd44 antigen, MERTK : c-mer proto-oncogene tyrosine kinase, 

TNF : tumor necrosis factor, NFKB : nuclear factor kappa-B, IDH1 : isocitrate dehydrogenase 1, 

PIK3R1 : phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit 1. (Adaptée de Agnihotri et al., 2012) 
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peuvent apparaître à n’importe quel âge avec des incidences variables, allant de 0,15 cas 

sur 100 000 entre 0 et 14 ans, à 15,03 cas pour 100 000 entre 75 et 84 ans. Le pic de 

diagnostic se retrouve entre 55 et 60 ans avec l’âge médian de diagnostic de 64 ans (Ohgaki 

and Kleihues, 2005; Ostrom et al., 2014; Thakkar et al., 2014). 

Les symptômes du GBM varient en fonction de la région cérébrale touchée et 

reflètent l’impact du développement tumoral sur cette région. Il existe des symptômes 

communs dûs à l’augmentation de la pression intracrânienne, avec des migraines et des 

pertes de fonctions neurologiques. Peuvent apparaître des épisodes convulsifs pour 25 % à 

50 % des malades suivant le développement tumoral (Schiff et al., 2015). A l’apparition des 

symptômes, la détection de la tumeur se fait soit par tomographie assistée par ordinateur 

(CT) soit par imagerie à résonnance magnétique nucléaire (IRM) (Alexander and Cloughesy, 

2017). De plus, il est possible d’observer au niveau des structures environnantes un œdème 

vasogénique, une hémorragie cérébrale et une déformation des structures ventriculaires 

(Ellor et al., 2014). Si dans une grande majorité des cas les tumeurs sont restreintes à une 

seule région, chez 13 % des patients, la tumeur va être diffuse avec une infiltration des 

tissus sains ou de multiples tumeurs (Chamberlain, 2011). La localisation tumorale et sa 

taille jouent sur la survie du patient ; une tumeur de plus de 5-6 cm de diamètre est signe de 

mauvais pronostic, tout comme une présence tumorale au-dessus de la fissure longitudinale 

médiane (Ellor et al., 2014; Walid, 2008). 

Malgré les thérapies actuelles, la survie reste très faible avec une survie médiane de 

14 mois et 9,8 % de survie à 5 ans après traitement (Ostrom et al., 2014; Stupp et al., 2009). 

Cette survie est inégale en fonction de l’âge au moment du diagnostic, diminuant jusqu’à 

atteindre 2 % au-delà de 65 ans (Ostrom et al., 2014). 

1.1.3. Les mutations et altérations génétiques des gliomes 

L’analyse des altérations tumorales a permis de déterminer les différents sous-types 

et profils de ces tumeurs. Il permet également de dégager des facteurs pronostiques, 

diagnostiques et éventuellement de futures thérapeutiques. 

1.1.3.1. Altérations génétiques récurrentes dans les gliomes 

Nous savons que les mutations sur le gène IDH sont essentielles dans le cadre des 

analyses. On retrouve deux mutations majeures dans la région codante : une mutation sur le 

codon 132 (appelée IDH1) et sur le codon 172 (appelée IDH2) (Siegal, 2016). Elles ne se 

retrouvent que dans 12 % des cas de GBM chez les plus jeunes, permettant d’émettre des 

réserves quant à son utilisation diagnostique ainsi que dans le cadre thérapeutique (Siegal, 

2016; Turkalp et al., 2014). 

Se retrouvent également les co-délétions des bras chromosomiques 1p/19q, comme 

marqueur de bon pronostic, majoritairement présentes dans les tumeurs de grade II et III. 

Cette faible portée limite également son rôle dans le GBM (Rudà et al., 2015; Siegal, 2016). 

Une autre altération importante se situe au niveau du gène TP53, gène suppresseur 

de tumeur, mutation la plus fréquente du GBM (The Cancer Genome Atlas Research 
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Network, 2008a). Malheureusement, elle n’a pas pu être connectée avec un effet pronostic 

(Park et al., 2017; Thakkar et al., 2014). 

Au sein des gliomes, des mutations touchent également les télomérases, à savoir les 

gènes ATRX (Xq21.1) et TERT (5p15.33), entraînant une dysfonction télomérique, une 

instabilité génomique puis une apoptose (Siegal, 2016). Les mutations d’ATRX, rares dans 

les GBM primaires, se retrouvent majoritairement dans les astrocytomes de bas-grade (75-

85 % des cas) des tumeurs IDH-mutés / TP53-muté (Pekmezci et al., 2017; Siegal, 2016). 

Les mutations de TERT, une des plus fréquentes des GBM primaires (dans 70 à 83 % des 

patients), ont un impact plus nuancé. Dans des tumeurs IDH-mutés, elles sont généralement 

de bon pronostic tandis qu’elles sont de mauvais pronostics dans les tumeurs IDH-sauvages 

ou avec un profil hypométhylé du gène MGMT (Park et al., 2017; Pekmezci et al., 2017). 

D’autres études d’association pangénomique pourraient faire apparaître de nouvelles 

altérations à portées pronostiques et diagnostiques dans la mise en place des 

thérapeutiques des gliomes et du GBM. 

1.1.3.2. Les différents patterns d’expression et altérations au sein du glioblastome 

Au sein des altérations existantes, certaines sont uniques au GBM ou porteuses 

d’informations sur le pronostic et / ou le diagnostic. Elles permettent d’affiner la classification 

des tumeurs et d’adapter la thérapie du patient. 

1.1.3.2.1. Les voies de survies 

Lors de l’analyse des profils génétiques, trois voies de signalisation sont altérées 

préférentiellement : la voie RTK/Ras/PI3K, la voie p53 et la voie Rb, contrôlant la survie, la 

prolifération pour Ras et le cycle cellulaire, l’apoptose et la sénescence pour les voies p53 et 

Rb. La levée du contrôle permet une prolifération accrue, une survie cellulaire et une 

résistance à l’apoptose (Chen et al., 2012b; The Cancer Genome Atlas Research Network, 

2008a; H. Wang et al., 2015). 

10 gènes ont pu être identifiés comme étant fréquemment altérés dans les tumeurs 

de GBM : TP53, EGFR, PTEN, IDH1, PIK3CA, PI3KR1, NF1, RB1, PDGFRA (Cameron W. 

Brennan et al., 2013). Près de la moitié des tumeurs (46 %) présentent au moins une 

altération permettant une plus grande plasticité chromatinienne et donc une meilleure 

adaptation tumorale. Dans les altérations les plus fréquentes, se placent celles touchant 

EGFR (57 % des cas) (Cameron W. Brennan et al., 2013). L’altération majeure et la plus 

agressive est la forme tronquée EGFRvIII. Elle ne concerne qu’une minorité des tumeurs 

donc son ciblage thérapeutique ne peut être utilisable à grande échelle (Inda et al., 2010). 

Toutefois, elle place le gène EGFR comme une cible thérapeutique potentielle à l’image 

d’autres types de cancers comme le cancer bronchique.  

D’autres Récepteurs à Tyrosine Kinase (RTK) sont ciblés en thérapeutique. On peut 

retrouver des mutations de VEGFR2, de KIT, de FGFR1 induisant entre autres l’activation de 

voies de prolifération (par Akt par exemple) dans le GBM (Joensuu et al., 2005; Rand et al., 

2005). Une autre étude, de séquençage profond, a permis de faire ressortir des mutations 

répandues. La voie Wnt, impliquée dans la prolifération, y est retrouvée activée, par des 
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mutations inactivatrices du gène FAT1 (dans 20 % des tumeurs étudiées) mais également 

par de nouvelles protéines de fusions (comme FGFR3/TACC). Ces altérations pourraient 

être utilisées dans de futures thérapeutiques (Cloughesy et al., 2014). 

Les mutations des 3 voies de signalisation majeures semblent être mutuellement 

exclusives. Des analyses WES (Whole Exome Sequencing) montrent des mutations des 

voies : 

- p53,  

- Rb, 

- Ras/PI3K  

touchant une grande majorité des tumeurs : 89.6 % des tumeurs ayant une mutation de la 

voie PI3K et 39 % avec deux mutations, 85,3 % des tumeurs avec une mutation de la voie 

p53 et 78,9 % avec au moins une mutation de la voie Rb (Cameron W. Brennan et al., 2013). 

La voie RTK/PI3K induit la prolifération, la migration, la différenciation et la survie 

cellulaire. Son fonctionnement repose sur les RTK activés (comme EGFR), stimulant 

simultanément les protéines G Ras et PI3K. Par Ras, elle active Erk, conduisant à la 

prolifération et à la différenciation. Par PI3K, la sous-unité catalytique p110 phosphoryle le 

PIP2 membranaire en PIP3, activateur d’Akt via PDK1/2 (X. Li et al., 2016). Des mutations 

Figure 5 : Altérations des principales voies de signalisation mutées dans le glioblastome 

Dans le schéma, sont représentées les principales mutations des 3 voies de signalisations majeures 

altérées dans le glioblastome. En rouge, est représentée la fréquence d’amplification ou de mutations 

activatrices ; en bleu, est représentée la fréquence de délétion ou de mutations inactivatrices. EGFR :  

Epidermal growth factor receptor ; PDGFRA : Platelet-derived growth factor receptor A ; MET : met 

proto-oncogene ; FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor ; PTEN : Phosphatase and Tensin 

homolog ; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; NF1 : Neurofibromatose de type 1 ; BRAF : B-Raf 

serine/threonine-protein kinase ; mTOR : Mammalian Target of Rapamycin ; RTK : Récepteur 

Tyrosine Kinase ; MDM : Murine double minute ; CDKN2 : Cyclin dependent kinase 2 ; CDK :  Cyclin-

depedent kinase ; Rb : Retinoblastome. (Adaptée de Venkatesan et al., 2016) 
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activatrices de ces effecteurs sont retrouvées avec des délétions inhibitrices de p85 et des 

mutations activatrices de p110, parmi les mutations les plus fréquentes (Knobbe and 

Reifenberger, 2003). Une double délétion de PTEN abolit le contrôle de la voie dans 40 % 

des GBM laissant la voie constitutivement active (Krakstad and Chekenya, 2010; Wen et al., 

2012). Une autre inhibition de la voie RTK/PI3K peut se faire avec des mutations 

inactivatrices du récepteur inhibiteur NF1 (Lo, 2010). Akt agit sur d’autres voies : avec NF-κB 

induisant la résistance tumorale, sur la prolifération avec GSK3β et le contrôle de la cycline 

D1, inhibant les facteurs pro-apoptotiques, la voie p53 via MDM2 et stimule les facteurs anti-

apoptotiques. Ces effets vont s’effectuer au travers de l’activation de mTOR, au sein du 

complexe mTORC1. Dans le GBM, la voie RTK/PI3K subit des altérations sur ces acteurs et 

ces éléments régulateurs, permettant des effets pro-survie et prolifératifs avec une 

résistance thérapeutique (le TMZ et la RT).  

L’une des voies les plus ciblées est la voie p53. La protéine éponyme agit comme 

une protéine de contrôle du cycle, impliquée dans la survie, le contrôle de la prolifération et 

l’intégrité du génome. La fonction de contrôle se fait par une entrée en apoptose, une 

sénescence ou un arrêt du cycle cellulaire, en fonction des signaux et des dégâts subis par 

la cellule (Kastenhuber and Lowe, 2017). Elle est retrouvée dérégulée dans environ 85 % 

des tumeurs du TCGA (Cameron W. Brennan et al., 2013; Ishii et al., 1999). Au sein de cette 

voie, ce sont principalement les mutation inactivatrices de p53 qui vont suffire à produire un 

effet protumoral, en complément d’autre mutations extérieures à celle-ci  (Ohgaki and 

Kleihues, 2009). Dans ce cadre, les mutations de TP53, représentant 35 % des cas du 

TCGA, sont liées à une augmentation de l’invasion, de la prolifération, de la résistance à 

l’apoptose et à un phénotype proche d’un caractère souche (Djuzenova et al., 2015; England 

et al., 2013; Park et al., 2006; The Cancer Genome Atlas Research Network, 2008a; Zheng 

et al., 2008). Il existe des mutations de p53, gains de fonction, capables d’induire une 

augmentation de la prolifération, de la migration, de l’invasion et de la résistance 

thérapeutique (Blandino et al., 2012; Dittmer et al., 1993; Muller et al., 2009). Néanmoins, les 

mutations les plus fréquentes de cette voie ciblent la protéine ARF (60 % des tumeurs), avec 

une accumulation de MDM2 dégradant p53 (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013). 

Cependant ces délétions n’impactent pas directement la progression et la prolifération 

(Kraus et al., 2000; Petitjean et al., 2007; Rich et al., 2005). En aval, les protéines inhibitrices 

MDM2 et MDM4 vont subir des mutations pro oncogéniques, peu présentes dans les 

tumeurs (14 % des cas pour MDM2 et 7 % pour MDM4) (Crespo et al., 2015; The Cancer 

Genome Atlas Research Network, 2008b). De plus, ces mutations n’ont pas de lien avec la 

survie du patient ou le  développement de la tumeur (Kraus et al., 2000; Petitjean et al., 

2007; Rich et al., 2005). Ces mutations de la voie p53 vont permettre d’abolir le contrôle 

apoptotique, entraînent une prolifération accrue et une absence de contrôle du cycle 

cellulaire. 
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La voie Rb permet de contrôler le checkpoint G1/S et la progression du cycle, une 

des plus touchées dans le GBM. Environ 80 % des tumeurs présentent, a minima, une 

altération de cette voie (Cameron W. Brennan et al., 2013; The Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2008b; Verhaak et al., 2010b). Ces altérations provoquent la 

dérégulation des signaux prolifératifs de la cellule cancéreuse et son maintien dans le cycle 

cellulaire. La majorité des altérations sont des délétions ou mutations inactivatrices de RB1 

et des CDKN2A/2B/2C ou des amplifications de CDK4/6 (The Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2008b). Des mutations importantes sur le gène CDKN2A, codant pour 

p14ARF et p16INK4a vont donner des protéines inactives qui lèvent le contrôle des voies p53 et 

Rb (Tanaka et al., 2013). Toutes ces mutations vont lever le contrôle du cycle et permettre la 

prolifération accrue des cellules cancéreuses. 

L’angiogenèse tumorale, permettant d’améliorer la perfusion tumorale, joue 

également un rôle essentiel dans la croissance tumorale. Le rôle du RTK VEGFR se fait via 

la voie Ras, stimulant la prolifération tumorale et la néoangiogenèse. Ces processus 

permettent la communication étroite entre cellules tumorales et cellules endothéliales 

(Reardon et al., 2011). 

Figure 6 : Protéines membranaires et récepteurs impliqués dans l’angiogenèse du GBM 

Les récepteurs VEGFR, PDGFR, EGFR et FGFR sont impliqués dans l’initiation des cascades de 

signalisation impliqués dans l’angiogenèse tumorale du GBM. Les cascades impliquées vont être les 

voies Ras et PI3K, impliquées également dans la prolifération, la migration et la survie du GBM. 

VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor ; PDGFR : Platelet-derived growth factor 

receptor ; EGFR : Epidermal growth factor receptor ; FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor ;  

MEK : MAPK Kinase ; MAPK : Mitogen-activated Protein Kinase; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; 

PIP3 : Phosphatidylinositol-3-phosphate ; mTOR : Mammalian Target of Rapamycin ; HIF1 : Hypoxia-

inducible factor 1 ; VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor ; STAT3 : Signal transducer and 

activator of transcription 3 ; NF-κB : Nuclear Factor-Kappa B. (Adaptée de Ahir et al., 2020) 



Axel Boukredine | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2021 37 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

1.1.3.2.2. Les différences entre les sous-types 

Les 4 sous-types distingués préalablement peuvent être définis avec leurs patterns 

d’expression et vont permettre d’affiner le diagnostic et les traitements proposés. Il semble 

que ces patterns soient le signe d’origines oncogéniques différentes (Verhaak et al., 2010a).  

Le sous-type classique est défini avec l’ensemble des altérations les plus communes. 

Au premier plan, se retrouve l’amplification du gène EGFR (dans 97 % des cas), la 

combinaison amplification du chr. 7 et délétion du chr. 10 (93 %) et la délétion homozygote 

des loci CDKN2A (95 %) et ce, sans mutations des gènes TP53, IDH1, PDGFRA et NF1 

(Cameron W. Brennan et al., 2013; Verhaak et al., 2010a). Ce sous-type peut être 

également associé avec une délétion des loci CDKN2A, l’amplification de EGFR, excluant 

les mutations de la voie Rb (Verhaak et al., 2010a). La surexpression de l’EGFR va 

également activer la voie Notch, impliqué dans la neurogenèse (Brennan et al., 2009). La 

voie MAPK se retrouve faiblement suractivée, avec une diminution de l’expression des 

facteurs pro-apoptotiques (Bid, Bak, les caspases 7 et 9) (Cameron W. Brennan et al., 

2013). D’autres études ont démontré la perte homozygote des gènes PTEN et CDKN2A 

(Cloughesy et al., 2014). Dans ce sous-type, on retrouve surtout l’expression de marqueurs 

associés aux cellules astrocytaires mais ce sont les effets combinés des altérations des 

voies Ras et p53 qui permettent une forte polarisation cellulaire vers la survie et la 

prolifération. 

Le sous-type mésenchymateux présente généralement une diminution de 

l’expression du gène NF1 (locus 17q11.2) voire une délétion homozygote (Verhaak et al., 

2010a). Cette perte d’expression peut être couplée avec celle de TP53 et de CDKN2A 

(Cloughesy et al., 2014). Ces cellules tumorales vont exprimer divers facteurs 

mésenchymateux (CHI3L1, MET), astrocytaires (CD44, MERTK) et endothéliaux (CD31, 

VEGFR2), signes de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) subie (Phillips et al., 

2006; Thiery, 2002). Les voies de la superfamille des TNF et du NF-κB dans ce sous-type 

sont surexprimées avec notamment l’expression de la fibronectine, d’où la présence d’une 

forte nécrose tumorale et d’une inflammation  (Cameron W. Brennan et al., 2013; Verhaak et 

al., 2010a). Les cellules vont se retrouver avec des patterns d’expression de tumeurs 

microgliales, avec des marqueurs tels que CD68, PTPRC et TNF (Verhaak et al., 2010a). De 

plus, la voie de Ras se retrouve spécifiquement activée, avec la phosphorylation de mTOR 

donnant une promotion de prolifération cellulaire (Cameron W. Brennan et al., 2013). 

Le sous-type proneural présente comme altérations majeures les amplifications de 

PDGFRA et les mutations IDH. De plus, on retrouve dans la majorité des cas des altérations 

de TP53 et dans un moindre cas l’amplification partielle du chr. 7 et la perte du chr. 10 

(Verhaak et al., 2010a). Avec une forte proportion de GBM secondaires, ce sous-type 

conserve des caractéristiques des tumeurs de bas-grade (grade III majoritairement) (Phillips 

et al., 2006). La proximité entre ces cellules tumorales, les cellules oligodendrogliales et les 

cellules souches neurales a permis également de poser l’hypothèse d’une origine commune 

entre les deux types tumoraux via ces cellules souches (Jackson et al., 2006). Cette 

proximité se retrouve avec l’expression de gènes spécifiques des oligodendrogliomes 

(PDGFRA, NKX2-2, OLIG2) (Ligon et al., 2007a; Noble et al., 2004). On retrouve également 

l’expression de gènes de développement neuraux (SOX, DCX, DLL3, ASCL1, TCF4) 
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(Phillips et al., 2006; Whitfield et al., 2002). Au niveau des voies de signalisation, les cellules 

tumorales ont une forte activation de la voie PI3K et donc de mTOR, signe d’une prolifération 

cellulaire accrue (Cameron W. Brennan et al., 2013). En somme, le sous-type proneural se 

caractérise par une signature oligodendrocytaire.  

Les tumeurs de sous-type neural se rapprochent le plus des tissus nerveux avec des 

patterns d’expression proches des tissus sains, signes de leur origine. L’expression des 

marqueurs neuronaux se retrouve dans ce sous-type, tel que NEFL, GABRA1 et SYT1, 

associés dans le portail Gene Ontology à des fonctions neuronales (Verhaak et al., 2010a).  

Pour finir, ce sous-type va posséder un pattern d’expression à la fois astrocytaire, 

oligodendrocytaire et neuronal. 

Les altérations génétiques majeures varient entre les GBM primaires et secondaires. 

Dans les cas de GBM de novo, les cellules tumorales ont une plus forte tendance à 

surexprimer l’EGFR, posséder des mutations de PTEN et une perte du bras 10q, tandis que 

les tumeurs secondaires présentent le plus souvent des mutations de TP53, d’IDH1 avec la 

perte du bras 19q (T. Wilson et al., 2014; Young et al., 2015). 

1.1.3.3. Impact de l’épigénétique sur les gliomes 

La classification a évolué grâce à l’association de paramètres génétiques permettant 

de mieux caractériser les tumeurs. De nouvelles études ont ajouté un niveau d’analyse 

supplémentaire avec la méthylation notamment de G-CIMP (Phénotype de méthylation des 

îlots CpG des gliomes), les modifications chromatiniennes et surtout du promoteur du gène 

MGMT. 

Un des marqueurs génétiques principaux est le gène MGMT (O-6-méthylguanine-

ADN méthyltransférase). L’enzyme codée par ce gène permet de réparer les méthylations de 

la guanine sur l’ADN. En temps normal, la MGMT permet de déméthyler les bases guanines 

de l’ADN, une modification épigénétique spontanée pouvant entraîner des erreurs de 

réplication et donc la mort cellulaire. Dans la cadre thérapeutique, il est fréquent d’utiliser des 

agents alkylants, capable de stimuler notamment cette méthylation dans le but de provoquer 

une apoptose des cellules tumorales. Ces agents se retrouvent utilisés dans le GBM, avec le 

témozolomide ou TMZ. Ainsi, l’expression de la MGMT va conditionner la réponse à ces 

traitements au sein des tumeurs formées. En luttant contre les effets des agents alkylants, 

elle favorise la survie des cellules tumorales. La méthylation de ce promoteur est ainsi 

considérée comme un signe de bon pronostic puisqu’elle provoque l’accumulation de 

méthylations conduisant à la mort des cellules cancéreuses (Binabaj et al., 2018). Au sein 

des tumeurs gliales, la fréquence de la méthylation va varier, allant de 35-45 % des tumeurs 

de GBM jusqu’à plus de 80 % des tumeurs de bas grade (Cankovic et al., 2013; Hegi et al., 

2005; Siegal, 2016). Ainsi, l’état de méthylation de MGMT constitue l’altération épigénétique 

majeure observée dans le cadre thérapeutique du GBM.  

1.1.4. Les processus physiopathologiques du glioblastome 

A partir de la formation des premières cellules cancéreuses, leur multiplication et la 

formation de la tumeur, différents processus, altérés ou détournés de leur rôle premier, vont 
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permettre à celle-ci de se développer au sein du microenvironnement et de s’infiltrer dans le 

tissu sain environnant. 

1.1.4.1. L’angiogenèse tumorale 

Le GBM est une tumeur dont l’importante vascularisation est un facteur majeur lié à 

l’agressivité tumorale. L’angiogenèse tumorale permet sa croissance et sa propagation. 

L’hypoxie stimule les cellules souches cancéreuses (CSCs), donnant des cellules 

progénitrices endothéliales et des cellules endothéliales matures. Le processus 

d’angiogenèse pathologique forme de nouveaux vaisseaux (Carmeliet and Jain, 2011). Ces 

vaisseaux immatures, plus larges forment des structures irrégulières, ramifiées et 

entrecroisées, avec une perméabilisation accrue favorisant le passage des nutriments (De 

Bock et al., 2011). L’irrégularité de ces vaisseaux est à l’origine d’une accumulation du 

plasma conduisant à une augmentation de la pression interstitielle et donc à une perturbation 

de la distribution sanguine et de l’oxygénation tumorale (Folkins et al., 2009; Stylianopoulos 

and Jain, 2013; Trédan et al., 2007). Cela conduit à une stimulation de l’angiogenèse (via la 

sécrétion de HIF-1) et aux échappements thérapeutiques (Baish et al., 2011; Semenza, 

2001; Stylianopoulos and Jain, 2013). Cet enchaînement de réactions contribue à remanier 

le microenvironnement tumoral, à favoriser la prolifération du GBM, son invasion dans les 

tissus sains environnants et sa résistance thérapeutique. 

Ainsi, la tumeur détourne des facteurs de vascularisation mais utilise également des 

facteurs non-canoniques conduisant indirectement à la prolifération de précurseurs 

endothéliaux (VEGF, bFGF, HGF, PDGF, TGF-β, MMPs et Angs). La surexpression de ces 

facteurs provient de plusieurs mécanismes comme les mutations activatrices d’oncogènes, 

l’hypoxie tumorale ou la perte de gènes suppresseurs de tumeurs (Siemann et al., 2017). La 

synergie entre les différentes altérations subies par les cellules tumorales va permettre 

d’induire l’ensemble des voies pro-tumorales, conduisant à la survie et à la propagation de la 

tumeur. 

1.1.4.2. L’invasion tumorale 

Bien que le GBM n’envahisse que rarement l’extérieur du SNC, il peut infiltrer le 

parenchyme cérébral entourant la tumeur (Claes et al., 2007; Li et al., 2019). Les cellules 

tumorales vont coloniser le tissu environnant par le remodelage de la matrice extracellulaire 

et de leurs propres cytosquelettes (Cuddapah et al., 2014). Ces mécanismes permettent la 

prolifération et la formation des tumeurs secondaires dans le SNC. Cette prolifération, hors 

de la tumeur primaire, permet aux cellules tumorales de recoloniser la niche tumorale et 

provoque la réapparition des tumeurs après résection et traitement. Cette hypothèse est 

supportée par la présence de mutations précoces communes aux tumeurs primaires et 

secondaires (Kim et al., 2015). La dissémination de cellules progénitrices dans le SNC 

permet à la tumeur primaire de former de nouvelles niches tumorales avec apparition des 

tumeurs secondaires (Hou et al., 2006). Elle est également le signe d’un échappement 

précoce des cellules tumorales et explique les phénomènes de récidives (Friedl and Wolf, 

2003).  
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1.1.4.3. L’échappement immunitaire de la tumeur 

Dans le GBM, la tumeur peut induire dans son environnement, un contexte inhibiteur 

du système immunitaire, permettant un échappement immun et une prolifération tumorale 

accrue. Ces mécanismes se retrouvent exacerbés par la singularité du système immunitaire 

au sein du SNC. 

Figure 7 : Schéma des principales voies de signalisation impliquées dans l’invasion du GBM 

Les flèches pleines indiquent des interactions connues dans le cadre du GBM et les flèches pointillées 

indiquent les interactions rapportées dans d’autres contextes tumoraux. L’EphR (Ephrin Receptor), 

l’ITGB8 (Intégrine-β8) et le TGFBR1 (TGF-β receptor 1) sont présents à la membrane plasmique et 

vont activer en aval les régulateurs des Rho, les Rho GTPases, les effecteurs de Rho et la caséine 

kinase 2 (CK2). L’activation de ces protéines va induire l’expression des gènes pro-invasion. Le CK2 

apparaît être la protéine pivot dans le processus d’invasion du GBM, représentant le croisement des 

voies de signalisation en amont. FAK : focal adhesion kinase ; GEFs : guanine nucleotide exchange 

factors ; IRF3 : interferon regulatory factor 3 ; JAK : Janus kinase ; NK-kB : nuclear factor-kB ; N-

WASP : neural Wiskott-Aldrich syndrome protein ; PAK : p21-activated kinase ; PML : promyelocytic 

leukemia protein ; PRC : polycomb repressive complex 2 ; ROCK : Rho-associated protein kinase ; 

RTK : receptor tyrosine kinase ; STAT : signal transducer and activator of transcription 3. (Adaptée de 

de Gooijer et al., 2018) 
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La BHE isolant le SNC permet, par un double système de barrières, de contrôler le 

passage des éléments solubles. Les cellules endothéliales de sa composante « hémato » 

forment à l’aide de jonctions serrés une barrière étanche. Celle-ci est perméable aux ions et 

aux gaz, mais oblige à un passage paracellulaire et donc à une sélection des nutriments, 

empêchant l’entrée des toxines et favorisant la sortie des déchets métaboliques. Elle peut 

également faire barrière aux agents thérapeutiques administrés (Abbott et al., 2010; 

McArthur et al., 2016). Sa composante « encéphalique » est constituée de macrophages, de 

péricytes qui régulent ses fonctions et d’astrocytes, en périphérie, qui terminent la filtration et 

contrôlent les échanges (Abbott et al., 2010; McArthur et al., 2016). Dans le cadre tumoral, la 

BHE devient plus perméable en raison de l’angiogenèse tumorale, de l’hypoxie et de la 

suppression des jonctions serrées. Néanmoins, cette perméabilité n’est pas uniforme au sein 

de la tumeur et va être à l’origine des difficultés thérapeutiques, de la délivrance inégale des 

agents et en partie de la faible réponse tumorale aux traitements actuels (Anderson et al., 

2008; Dhermain et al., 2010; Henderson and Piquette-Miller, 2015). 

Figure 8 : Schéma de l’environnement immunitaire privilégié du SNC  

Le système nerveux central (SNC) est considéré comme étant isolé du reste du système immunitaire. 

La présence de jonctions serrées au sein de la barrière hémato-encéphalique (BHE) et l’absence d’un 

système classique de drainage lymphatique contribue à cet isolement. Néanmoins, cette définition est 

remise partiellement en question. En effet, les vaisseaux lymphatiques présents dans le SNC sont 

fonctionnels et les cellules présentatrices d’antigènes, telles que la microglie, les macrophages, les 

astrocytes et les cellules dendritiques vont permettre l’activation du système immunitaire. De plus, le 

SNC n’est pas isolé des lymphocytes T (LT) activés, qui peuvent parcourir l’ensemble du système et 

les antigènes tumoraux sont capables d’agir localement ou au sein des ganglions lymphatiques 

cervicaux. (Adaptée de Sampson et al., 2020) 
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Cet isolement du SNC donne un environnement immunoprivilégié (Dantzer, 2018; 

Heimberger and Sampson, 2011). Ainsi, l’expression des molécules du CMH est plus faible 

dans cette région, limitant la reconnaissance antigénique (Vega et al., 2008). La majorité de 

la réponse immunitaire se fait par les lymphocytes T (LT) arrivant sur site par diapédèse 

dans le cas d’inflammation (Engelhardt and Ransohoff, 2012; Wilson et al., 2010). Les LT 

sont influencés par les cytokines tumorales et activées sur le site d’inflammation. Au sein du 

GBM, les cellules endothéliales vont intervenir en produisant et en exprimant FasL, 

provoquant l’anergie et l’apoptose des LT au contact (Ichinose et al., 2001). Les cellules 

tumorales vont également agir sur les lymphocytes pour provoquer l’immunotolérance 

tumorale via la stimulation de différents checkpoints immuns, au travers de PD-1, LAG-3, 

TIGIT et CD39 sur les LT CD8+ (Woroniecka et al., 2018). 

Figure 9 : Schéma de l’influence des cellules immunitaires sur les cellules tumorales du GBM 

Du côté du système immunitaire inné, les macrophages associés à la tumeur (MATs), regroupant la 

microglie et les monocytes, sont attirés par les cellules tumorales qui relâchent des cytokines pro-

inflammatoires, des protéines de remodelage de la matrice extracellulaire et des facteurs de 

croissance pro-tumoraux. Les cellules myéloïdes suppressives (CMSs) sont également attirées par la 

tumeur pour éteindre la réponse immunitaire anti-tumorale. L’expression des facteurs H et FHL-1 (FH-

like protein 1) du complément permet d’étendre les effets de l’immunosuppression et empêche la lyse 

cellulaire associée au complément. Le système immunitaire adaptatif, pour sa part, est largement 

éteint par le recrutement des lymphocytes T régulateurs (Treg). Ceux-ci vont permettre de stimuler 

l’anergie des lymphocytes T cytotoxiques (LTC) et des cellules dendritiques. Les cellules tumorales 

vont directement agir sur la suppression de la réponse immune adaptative notamment via PD-L1 et 

CTLA-4. CCL22/2 : C-C-L motif chemokine 22/2 ; CXCL12 : C-X-C chemokine ligand type 12 ; CSF-1 : 

Colony Stimulating Factor 1 ; IL-6 : Interleukin-6 ; TGF-β : Transforming Growth Factor- β ; MMP-2/9 : 

Matrix Metalloproteinase-2/9 ; EGF : Endothelial Growth Factor ; VEGF : Vascular Endothelial Growth 

Factor ; MIF : Macrophage migration inhibitory factor ; PD-1 : Programmed cell Death protein 1 ; PD-

L1 : Programmed Death-Ligand 1. (Adapté de DeCordova et al., 2020) 
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Les cellules tumorales sont au cœur des processus d’échappement immunitaire via le 

recrutement de cellules à effet immunosuppresseur et la stimulation de l’anergie et / ou la 

mort des LT. La protéine ICAM-1, surexprimée dans le cadre du GBM (Gingras et al., 1995) 

interagit avec le récepteur LFA-1 des cellules myéloïdes, les transformant en cellules 

myéloïdes suppressives ou MDSC (Piao et al., 2017). Ces cellules vont interagir avec les LT 

antitumoraux notamment par le TGF-β et l’arginase pour entraîner leur mort, favorisant la 

mise en place d’un environnement pro-tumoral (Kamran et al., 2017; Raychaudhuri et al., 

2011). L’ensemble de ces facteurs immunosuppresseurs sécrétés par la tumeur, comme l’IL-

6, l’IL-10, le CCL-22, le TGF-β, vont permettre la mise en place de cet environnement 

(Couper et al., 2008; Crane et al., 2012; Kudo et al., 2009; Luwor et al., 2013; Platten et al., 

2001; Tchirkov et al., 2001; Wagner et al., 1999). Ce cocktail de facteurs cytokiniques 

produits permet d’éteindre l’inflammation et la reconnaissance tumoral par les lymphocytes 

anti-tumoraux. Le système mis en place est issu d’un détournement des mécanismes 

existants, notamment par les protéines du CMH I et les protéines HLA-G et HLA-E 

provoquant l’anergie et la mort des LT et NK (Natural Killer) (Carosella et al., 2015; 

Wischhusen et al., 2005). Les cellules tumorales détournent les protéines FasL et PD-L1 et 

agissent sur l’inflammation tumorale, ciblant et entraînant l’apoptose des LT (A. S. Berghoff 

et al., 2015; Chahlavi et al., 2005; Didenko et al., 2002).  

Ces mécanismes s’adaptent aux traitements (chimio-radiothérapie) pour permettre le 

maintien de ce milieu (Alterman and Stanley, 1994; Authier et al., 2015; Pyonteck et al., 

2013). En conclusion, la tumeur crée un environnement immunotolérant adaptatif à l’aide du 

microenvironnement pour permettre sa progression. PD-L1, dont les fonctions seront 

détaillées ci-après, joue un rôle prédominant puisqu’il est associé à une mauvaise survie 

dans les gliomes (Xue et al., 2017b). 

1.1.5. Les traitements existants du glioblastome 

Le GBM est traité quand la localisation le permet par une résection chirurgicale de la 

tumeur, suivie d’un traitement combiné radio- et chimio-thérapeutique (sous la forme d’un 

agent alkylant, le témozolomide ou TMZ). L’ensemble est appelé protocole Stupp, le 

standard thérapeutique actuel (Stupp et al., 2005b, p. 2205). Malheureusement, par la forte 

propension à la récurrence et à la résistance tumorales, il ne permet pas sa disparition 

totale. Il reste cependant le traitement le plus efficace à l’heure actuelle. De nombreuses 

voies sont toujours explorées afin d’améliorer la survie des patients et empêcher cette 

récurrence. 

1.1.5.1. Mise en place historique des traitements actuels 

La première approche thérapeutique est la résection chirurgicale. Cependant, en 

raison du contexte particulier de sa situation au sein du SNC, elle présente de nombreux 

risques pour le patient. En effet, elle peut provoquer des atteintes motrices, sensitives et 

intellectuelles. De plus, en regard de l’infiltration tumorale, cette ablation ne peut empêcher 

la réapparition d’une nouvelle tumeur souvent fatale (T. Wilson et al., 2014). 

Dès les années 1960 et jusqu’en 2005, après la chirurgie, le patient subissait en 

complément un traitement par irradiation pour éliminer les cellules tumorales restantes. La 
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radiothérapie se faisait par irradiation de la tête entière, avec de graves effets 

secondaires au niveau du tissu sain : une toxicité neurocognitive, une endocrinopathie et une 

leucoencéphalopathie. Pour y pallier, des techniques d’irradiation plus précise ont été 

développées, à savoir des irradiations fractionnées et ciblées, aux résultats a minima 

identiques (Barani and Larson, 2015). La dose déterminée de 60 Gy délivrée par irradiation 

ciblée est définie comme optimale vis-à-vis de la balance bénéfice-risque de la radiotoxicité.  

Au début des années 2000 furent introduits de nouveaux agents alkylants, la 

carmustine (BCNU) et la lomustine (CCNU). Leur utilisation provoquait l’apparition rapide de 

la résistance tumorale et de graves effets secondaires (fibrose pulmonaire et 

myélosuppression), entraînant leur abandon pour le TMZ (Friedman et al., 2000). 

En 2005, sort une étude démontrant le bénéfice de survie apporté par l’usage de la 

radiothérapie avec un autre agent alkylant, le témozolomide ou TMZ (Stupp et al., 2005a). 

C’est cette étude qui va permettre d’établir le protocole standard de traitement des GBM, le 

protocole Stupp. 

1.1.5.2. Les techniques diagnostiques et pronostiques du glioblastome 

A partir de l’apparition des premiers symptômes, un bilan de santé neurologique est 

réalisé par IRM ou par CT, dans les cas jugés graves ou inadaptés à l’usage de l’IRM. La 

PET peut être utilisée pour affiner la vision de la tumeur dans une optique de chirurgie ou de 

biopsie (la Fougere et al., 2011). L’IRM permet de déterminer la position et la morphologie 

de la tumeur grâce à la différence de contraste avec le tissu sain, dûe à la perturbation de la 

BHE et donc à une meilleure assimilation du produit de contraste. A l’inverse, le plus faible 

marquage au centre est due à la nécrose et donc à sa faible assimilation (Alexander and 

Cloughesy, 2017). La grande variabilité tumorale oblige le recours à une biopsie pour affiner 

un diagnostic définitif de GBM. 

En même temps que la résection tumorale, la biopsie permet de placer la tumeur au 

sein de la classification OMS 2016 et de poser un pronostic et une thérapeutique adaptés. 

Le GBM est déterminé histologiquement par la présence d’une forte population de cellules 

prolifératives (à l’aide des marquages Ki67), des zones nécrotiques et hémorragiques. Cette 

analyse est ensuite complétée par l’étude de certaines altérations génétiques, 

épigénétiques, chromosomiques. Aux analyses, s’ajoute également l’état général du patient, 

évalué avec l’indice de Karnofsky (KPS). Cet indice permet d’évaluer le pronostic tumoral ; 

un KPS faible associé à des comorbidités, une faible méthylation de MGMT et une altération 

des fonctions supérieures (Bauchet et al., 2014). Une fois l’ensemble de ces techniques 

utilisées, il est possible de déterminer la thérapeutique à utiliser.  
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1.1.5.3. Le protocole Stupp 

Le protocole Stupp consiste en la combinaison d’une résection chirurgicale maximale 

de la tumeur (couplée avec la biopsie) suivie d’un traitement chimio- et radiothérapeutique 

(Stupp et al., 2009, p. 2009). Cette opération améliore la survie et la survie sans progression 

tumorale (Roder et al., 2014). Plusieurs solutions ont été mises en place, comme l’utilisation 

d’acide 5-aminolevulinique ou 5-ALA, d’une IRM préopératoire ou d’une imagerie en tenseur 

de diffusion ou DTI pour un meilleur ciblage tumoral (Roder et al., 2014; Senft et al., 2011; 

Wu et al., 2007; Zhao et al., 2013). Mais leur utilisation ne dégage qu’un très faible bénéfice 

de survie (Barone et al., 2014). 

A l’issue de l’opération, la survie médiane est de 15 mois, avec la chimio-

radiothérapie décrite ci-après (Thakkar et al., 2014). Le patient reçoit, après une période de 

Figure 10 : Arbre décisionnel simplifié du traitement classique du GBM 

Après l’identification de la tumeur comme étant un glioblastome et sa résection, les traitements vont se 

diviser en fonction de l’âge du patient et de l’état de méthylation du promoteur du MGMT. Les 

traitements vont se baser sur du témozolomide (TMZ) et / ou une radiothérapie (RT) ; l’ensemble 

constituant avec la résection le protocole Stupp. À l’issue de ces traitements, si le patient présente une 

récurrence tumorale, la tumeur sera traitée par résection puis par la combinaison TMZ et / ou RT. 

(Adaptée de Wirsching et al., 2016) 
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rétablissement de 4 semaines en général, une combinaison de radiations et de TMZ. Le 

traitement combiné permet une survie médiane de 14,6 mois contre 12,1 pour la 

radiothérapie (RT) seule et une meilleure survie à 5 ans (10 % des patients avec le 

traitement combiné contre 2 % sans) (Stupp et al., 2009). Souvenons-nous de la nécessité 

de connaître l’état de méthylation du promoteur de MGMT, une forte méthylation faisant 

donc partie des marqueurs de bon pronostic (Stupp et al., 2009).  

Les effets génotoxiques et cytotoxiques des rayonnements ionisants, permettent, 

quant à eux, d’exercer de graves dommages aux cellules tumorales et de les mener à 

l’apoptose. La RT stéréotaxique permet de délivrer la dose nécessaire par traitement externe 

avec une marge de 2-3 cm autour la tumeur, permettant de cibler les régions environnantes 

contre une possible récurrence tumorale (située à 2 cm du site premier dans 80 à 90 % des 

récurrences) (Narayana et al., 2006). Le standard utilisé repose sur une dose de 60 Gy, 

administrée par fraction de 1,8 à 2 Gy, 5 jours par semaine pendant 6 semaines (Barani and 

Larson, 2015). 

La chimiothérapie, ici le TMZ, est généralement administrée pendant 12 à 18 mois. 

La dose initiale de 75 mg/m² est concomitante du traitement RT et quotidienne pendant les 6 

premières semaines. La chimiothérapie est arrêtée en même temps que la radiothérapie 

pendant un mois avant de reprendre à la dose de 150 mg/m² pendant les 5 premiers jours, 

dose pouvant monter à 200 mg/m² pendant les 5 premiers jours de chaque mois suivant, si 

tolérée par le malade. L’administration de TMZ continue le reste du temps à la dose de 75 

mg/m² pendant les 6 mois après la RT, selon le protocole Stupp. Généralement, le traitement 

est poursuivi pendant un an supplémentaire, pour accroître les chances de survie (Johnson 

et al., 2015). 

Pour suivre l’évolution, des IRMs sont réalisées tous les 2-3 mois. On y distingue une 

réponse complète, partielle, une pseudo-réponse, une tumeur stable, une progression 

tumorale ou une pseudo-progression. Les cas de pseudo-réponses tumorales proviennent 

de la perte du contraste en imagerie induite par le rétablissement de la BHE dès les 

premières heures du traitement anti-angiogénique. Une pseudo-progression, chez près de 

30 % des patients, provient d’un contraste accentué par une inflammation accrue et une plus 

grande perturbation de BHE (Brandsma et al., 2008; Wen et al., 2010). Dans les cas les plus 

extrêmes de pseudo-progression avec une nécrose croissante induite par le traitement, une 

prise en charge est nécessaire afin de limiter au maximum les effets toxiques. Néanmoins, 

pour la majorité des patients, la pseudo-progression est dûe à une réponse temporaire 

entourant la tumeur et présente peu d’effets secondaires (Wirsching et al., 2016). 

1.1.5.4. Evolution du protocole Stupp et perspectives des thérapies ciblées 

Avec le protocole Stupp, près des ¾ des patients souffrent d’une récurrence tumorale 

au cours de l’année suivant le diagnostic (Stupp et al., 2005a). Des thérapies ciblant les 

spécificités de la tumeur deviennent donc essentielles. 

En 2015, fut étudiée l’utilisation de champs électromagnétiques de basse intensité et 

de moyenne fréquence en complément du TMZ, en vue de stopper la division cellulaire et 
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d’entraîner l’apoptose. Cette application fait passer la survie médiane de 15,6 mois à 20,5 

mois et la survie moyenne sans progression de 4 à 7,1 mois (Stupp et al., 2015, p. 2015). 

Dans le cas de patients ne répondant pas au TMZ (par exemple en absence de 

méthylation de MGMT), d’autres agents sont utilisés, avec un bénéfice moindre que le 

traitement classique (Iacob et al., 2009). Ces traitements sont : 

- le carboplatine, un autre agent alkylant, comme le TMZ ;  

- l’oxaliplatine, un agent alkylant, avec une moindre myélotoxicité des tissus sains ;  

- l’étoposide, inhibant l’ADN topoisomérase II, bloquant la réparation de cassures 

double brin et entraînant la mort des cellules cyclantes ; 

- l’irinotécan, ciblant l’ADN topoisomérase I et provoque l’accumulation de cassures 

simple brins et la mort des cellules tumorales. un bénéfice de survie sans 

progression à 6 mois a pu être dégagé mais sans bénéfice de survie net (Zhang 

et al., 2012). 
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En plus du protocole Stupp, de nouveaux traitements vont cibler l’angiogenèse. Le 

principal est le bevacizumab, un anticorps monoclonal humanisé contre le VEGF, administré 

en IV à 10 mg/kg par semaine. Malheureusement, l’effet secondaire principal est 

l’hypertension artérielle pouvant aller, dans de très rares cas, jusqu’à des hémorragies, la 

formation de caillots et des perforations intestinales (Salacz et al., 2011; Taal et al., 2014). 

Des essais cliniques de phase III ont cependant dégagé un bénéfice net de survie sans 

progression (Chinot et al., 2014; Gilbert et al., 2014). Le problème se situe sur une réelle 

amélioration de la survie des patients mais avec une détérioration de leur qualité de vie 

(Chinot et al., 2014; Gilbert et al., 2014). Ce sont ces résultats mitigés combinés aux effets 

secondaires qui font que l’intégration de thérapies anti-angiogéniques dans les protocoles de 

première ligne n’est pas recommandée (Batchelor et al., 2014).  

Figure 11 : Sélection de thérapies ciblées du GBM en 

fonction des différentes voies concernées 

Est représentée une sélection des principaux agents 

thérapeutiques utilisés dans les thérapies ciblées, en 

fonction des altérations génétiques présentes dans 

les tumeurs de GBM. Sont représentées les voies de 

l’EGFR (A), de la PI3K (B), de MET (C), du FGFR 

(D), de la BRAF (E), des NTRK / Trks (F), du VEGF 

(G), de l’intégrine (H) et du TGF-β (I), avec les 

principaux effecteurs. (Adaptée de Le Rhun et al., 

2019) 
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Le récepteur VEGFR a, quant à lui, été ciblé par des inhibiteurs de RTK (TKI). Avec 

le cediranib, il a été observé une résorption des vaisseaux tumoraux, une nécrose accrue au 

centre de la tumeur, une résorption de l’œdème péri-tumorale et une inhibition de 

l’angiogenèse, qui augmente les effets du traitement au TMZ (di Tomaso et al., 2011; 

Gerstner et al., 2010; Wachsberger et al., 2011). Un autre TKI pouvant s’appliquer au 

VEGFR, le cabozatinib a été démontré comme ralentissant la TEM, augmentant ainsi la 

survie sans progression pour les tumeurs récurrentes. L’action de la drogue est néanmoins 

freinée par le faible passage de la BHE (Navis et al., 2013; Yakes et al., 2011). 

Pour lutter contre ces processus angiogéniques et migratoires, d’autres traitements 

ciblent les intégrines, fortement exprimées dans le GBM (Tabatabai et al., 2011). Le 

cilengitide, en inhibant leur activation et, couplé au traitement classique, augmente la survie 

et la survie sans progression avec une méthylation de MGMT (Scaringi et al., 2012; Stupp et 

al., 2010, p. 2010; Tabatabai et al., 2011). 

Les mutations sur les voies PI3K, p53 et Rb ont conduit à la mise en place de 

thérapies luttant contre leur effet prolifératif. Le récepteur EGFR et son variant EGFRvIII, en 

amont de la voie Ras, est ciblé, notamment par le cetuximab, le gefitinib ou l’erlotinib. Les 

traitements au cetuximab seul, un anticorps monoclonal, n’ont d’effets significatifs qu’en 

présence du récepteur natif seul (Lv et al., 2012). Quant au gefitinib, un TKI, il ne permet pas 

d’augmenter la survie chez les patients traités (Chakravarti et al., 2013; Uhm et al., 2011). 

Les nouvelles générations de TKI, avec l’erlotinib et le lapatinib, ne présentent également 

aucun avantage clinique (Peereboom et al., 2010; Thiessen et al., 2010). Seuls certains 

inhibiteurs irréversibles, comme le nimotuzumab, ont permis d’obtenir un effet bénéfique sur 

la survie (Cabanas et al., 2013; Hong et al., 2012, p. 201). Les meilleurs effets ont été 

obtenus avec des inhibiteurs de EGFRvIII, avec le TKI NSC154829, inhibant la prolifération 

et induisant l’apoptose. Avec la combinaison d’un TKI AG1478 et de l’anticorps mAb806, il 

est possible d’obtenir les mêmes effets (Johns et al., 2003; Trembath et al., 2007). Si le 

ciblage de l’EGFR donne quelques résultats, ceux-ci n’ont été obtenus qu’avec le variant 

tronqué, souvent en combinaison avec d’autres traitements et avec une portée limitée. 

D’autres traitements ont été testés sur les acteurs des voies de prolifération, 

notamment des voies PI3K/Akt/mTOR et Ras/Raf/MAPK. Les principaux traitement bloquant 

la PI3K permettent de potentialiser les effets du TMZ, de diminuer la résistance tumorale, 

d’augmenter la sensibilité aux rayons et l’effet anti-prolifératif (Jiang, 2011; Millet et al., 

2013). Les inhibiteurs de mTOR, avec un meilleur effet sur des tumeurs PTEN-, permettent, 

couplés avec le TMZ ou la RT, de sensibiliser la tumeur mais avec des effets limités sur la 

survie (Omuro et al., 2007; Weiler et al., 2013). Cependant, le temsirolimus couplé à la 

chimio-radiothérapie entraîne une immunosuppression, ayant fait stopper les essais 

cliniques (Sarkaria et al., 2010). Afin de cibler la voie Ras, des inhibiteurs de farnesyl 

transférase (FTI) ont été utilisés bloquant la voie PI3K ; le lonafartinib a permis d’améliorer 

les effets de la chimio-radiothérapie (Chaponis et al., 2011; Desjardins et al., 2011). 

Des cibles plus larges furent tentées pour obtenir des traitements efficaces. Ainsi, des 

inhibiteurs du protéasomes furent utilisés avec des résultats limités, même en complément 

du traitement standard (Phuphanich et al., 2010; Yin et al., 2005). Des inhibiteurs des HDAC, 
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utilisés pour cibler les changements épigénétiques, ont montré des résultats modestes 

d’éventuelle radiosensibilisation de la tumeur (Galanis et al., 2009; Iwamoto et al., 2011; 

Shabason et al., 2011). 

A ce jour, les différents traitements ciblant les récepteurs, les voies et les 

mécanismes, utilisés seuls ou en combinaison avec les traitements actuels ou 

expérimentaux n’ont pas permis de mettre en place de protocoles capables efficacement de 

freiner sur le long terme le développement tumoral. Ces échecs répétés laissent la porte 

ouverte à de nouvelles pistes thérapeutiques efficaces. 

En plus des voies de signalisation traditionnelles, des traitements ciblent l’expression 

de certains miRs, soit de manière négative avec des oligonucléotides antisens (ASO) pour 

les oncomirs, soit de manière positive avec des miRNA mimics pour les miRs anti-tumoraux, 

pour restaurer les points de contrôles ou stimuler les voies pro-apoptotiques (Gagliardi and 

Ashizawa, 2021; Trang et al., 2011; Wang, 2011).  

Comme dans de nombreux cancers, le recours à l’immunothérapie a été tenté pour 

améliorer les effets du traitement actuel, en jouant sur des inhibiteurs de checkpoints 

immunitaires comme PD-1 ou CTLA-4. Le premier essai, CheckMate 143, avec un anti-PD-1 

seul ou combiné avec un anti-CTLA-4, a donné des résultats décevants avec des gains de 

survie nuls et une forte toxicité du traitement combiné par rapport au traitement seul (Omuro 

et al., 2018). La phase III de l’essai clinique, testant l’effet de l’anti-PD-1 (nivolumab) contre 

celui du bévacizumab (anti-VEGF) chez des patients en récidive, n’accorde aucune 

amélioration de survie significative (9,8 mois avec le nivolumab contre 10 mois avec le 

bévacizumab) (Reardon et al., 2020). D’autres essais cliniques ont été réalisés en appui de 

la chimio-radiothérapie ; on peut citer les CheckMate 498 et 548, qui ne présentaient aucun 

bénéfice (Squibb, 2019a, 2019b). Une autre approche a été tentée avec des vaccins anti-

tumoraux, pour restaurer la reconnaissance et le ciblage immunitaire. Le premier vaccin 

ciblant le variant EGFRvIII, exprimé seulement dans une minorité des tumeurs a donné des 

bénéfices de survie minimes, avec une tendance favorable en complément avec le 

bévacizumab (12 mois contre 8,8 mois avec le bévacizumab seul) (Reardon et al., 2015; 

Weller et al., 2017). Une autre tentative de vaccin se basait sur une exposition de cellules 

dendritiques à des peptides tumoraux, avec des résultats préliminaires encourageants mais 

dont les études ne furent pas menées à terme (Liau et al., 2018; Phuphanich et al., 2013; 

Wen et al., 2019).  

Étant données l’hétérogénéité tumorale, l’immunosuppression induite, la résistance 

induite et l’anergie du système immunitaire, la mise en place d’une thérapeutique efficace 

contre le GBM est complexe et nécessite d’acquérir une meilleure connaissance de 

l’ensemble des mécanismes mis en œuvre par la tumeur. Pour le moment, l’ensemble des 

tentatives pour améliorer la thérapeutique n’a pu donner de résultats concluants, nécessitant 

encore de découvrir des cibles pertinentes et efficaces. 

1.1.6. La récurrence tumorale et leurs processus d’échappement thérapeutique 

Au sein du GBM, la rechute est fréquente. Cette nouvelle masse tumorale, issue des 

cellules résiduelles, est reconstituée à partir de clones résistants et sélectionnés par le 
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traitement. Cette résistance empêche toute tentative de se débarrasser de la tumeur 

récurrente et elle est la cause majeure de létalité du GBM. 

1.1.6.1. Caractéristiques et épidémiologies des récurrences du GBM 

Lors de l’analyse des tumeurs récurrentes, il a été démontré que l’ensemble des 

sous-types peuvent entraîner une récurrence tumorale sans distinction, dans les 5 ans 

suivant le diagnostic (Verhaak et al., 2010a).  

Les tumeurs secondaires apparaissent dans 2/3 des cas à moins de 2 cm de la 

tumeur primaire (Burger et al., 1983; De Bonis et al., 2013). Des études ont pu démontrer, du 

fait de la forte proximité de leur fond génétique et de leurs mutations, que ces tumeurs 

secondaires proviennent d’une migration de cellules de la tumeur primaire. Ces tumeurs 

proviendraient donc dans la majorité des cas, de cellules résistantes issues de la tumeur 

primaire ayant des capacités de clonogénicité, puisque séparées de celle-ci au cours de la 

croissance tumorale (van Nifterik et al., 2006). Plus la tumeur secondaire est éloignée dans 

le temps et dans le site, plus celle-ci pourrait être éloignée phylogénétiquement de la tumeur 

primaire, obligeant une nouvelle analyse et une adaptation des traitements (Kim et al., 2015).  

L’hétérogénéité tumorale est conservée, les mêmes populations sont retrouvées 

entre tumeurs primaires et secondaires (7 en moyenne par tumeur), appuyant la théorie d’un 

ensemencement précoce des tumeurs (Andor et al., 2014). Si les traitements pourraient être 

à l’origine d’une réduction ou d’une sélection des clones, il est tout de même possible de 

distinguer 3 patterns possibles sur l’évolution de ces populations (Andor et al., 2014): 

- les populations dominant la tumeur survivent et se retrouvent dans la même 

configuration dominante lors de la récurrence ; 

- seules les populations minoritaires survivent et deviennent dominantes dans la 

tumeur secondaire ; 

- de nombreux clones vont disparaître de la tumeur et les rapports vont être 

modifiés dans la nouvelle tumeur. 
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La résection chirurgicale plus large, par ablation d’une région de 1 à 2 cm autour de 

la tumeur, permet une meilleure survie (survie sans progression multipliée par 4 et survie 

totale par 2,5) et diminue significativement aussi la probabilité de récurrence tumorale 

proche (De Bonis et al., 2013; Smets et al., 2013). Un traitement de la tumeur primaire, par 

le TMZ notamment, sélectionne des clones avec une résistance acquise à la molécule 

(Shinsato et al., 2013; Stark et al., 2010). Concernant la radiothérapie, il a été montré une 

corrélation positive entre la quantité de radiation reçues au niveau de la région tumorale et la 

fréquence de la non-méthylation de MGMT tumoral (Brandes et al., 2009). Des processus de 

résistance au bévacizumab ont également été décrits dans le cas de tumeurs récurrentes 

sous-exprimant le VEGFR après le traitement, signe d’une assimilation et du contournement 

par la tumeur (T. Furuta et al., 2014). Le même principe est retrouvé dans le cadre des 

immunothérapies, ici contre EGFRvIII, signe d’un processus d’adaptation tumorale 

permanent (Sampson et al., 2010). C’est ainsi que les tumeurs récurrentes peuvent mettre 

en place des mécanismes de résistance inédits à la tumeur primaire et proliférer sans 

pouvoir être ciblées par les traitements existants, ce qui est fatal au patient dans la grande 

majorité des cas. 

Figure 12 : Schéma sur l’apparition des récurrences tumorales du GBM 

La tumeur primaire de GBM est hétérogène et composée de plusieurs populations cellulaires, à partir 

d’une ou plusieurs cellules initiatrices de tumeurs (CIT). Parmi celles-ci, sont retrouvées des 

populations aux capacités prolifératives variables (rose et vert), des cellules souches cancéreuses 

(CSCs, gris et rouge). Des cellules souches sont en mesure de résister et de survivre à l’issue du 

traitement classique du GBM, menant à un minimum tumoral. Ces cellules souches initiatrices de 

récurrence (CSIR) vont pouvoir résister par le biais de mécanismes de résistance adaptatifs et 

intrinsèques (rouge à anneau bleu). Elles vont pouvoir initier la formation d’une tumeur secondaire 

présentant le phénotype de résistance. (Adaptée de Osuka and van Meir, 2017) 
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1.1.6.2. Pronostic, diagnostic et traitement des tumeurs récurrentes 

Sachant que les GBM ont une forte tendance à présenter des récurrences, les 

patients ne peuvent se voir administrer qu’une variation limitée des traitements 

préalablement établis et ne présentent qu’une faible survie (5% pour une survie à 5 ans). Les 

options thérapeutiques sont limitées et reposent sur les précédentes thérapies mises en 

place pour la tumeur primaire. Il n’existe aucun standard de traitement pour les tumeurs 

récurrentes (Weller et al., 2013). 

La première possibilité repose sur une nouvelle résection chirurgicale, (Brandes et 

al., 2013). Elle ne permet de produire des effets bénéfiques que pour 25 % des patients, 

dans le cas d’une résection maximale de la tumeur et si les conditions optimales sont 

réunies (Suchorska et al., 2016). Les patients au meilleur pronostic à l’issue de la résection 

ont moins de 70 ans, un score KPS de plus de 80 % et des tumeurs de moins de 50 cm3 

(Park et al., 2010).  

Une nouvelle campagne de RT peut être considérée en fonction de l’état de santé 

des patients mais le risque de dommages radiotoxiques est plus important. Le tissu cérébral 

peut dépasser sa limite de récupération et donc les effets de la RT sont limités (Davis and 

Mulligan Stoiber, 2011). Pour limiter la toxicité, la RT doit être utilisée relativement éloignée 

des premiers épisodes d’irradiation (plus de 6 mois minimum), seulement si la 

chimiothérapie est contre-indiquée ou inefficace. Dans ce cas précis, est utilisée une 

radiothérapie hypo-fractionnée stéréotaxique de 30 à 36 Gy (Combs et al., 2007). 

La possibilité de recourir à la chimiothérapie se fait avec l’utilisation du TMZ couplée 

aux corticostéroïdes pour pallier aux symptômes mais ne freine la progression tumorale que 

pour une durée de 3 à 6 mois (Franceschi et al., 2009). En combinaison au TMZ, de 

nouvelles molécules sont utilisées pour freiner le développement tumoral (Cohen et al., 

2009). Plus fréquemment, la chimiothérapie se présente en combinaison de lomustine,  

bevacizumab et TMZ, en général bien tolérée (Weller et al., 2013). Le lomustine permet 19 à 

25 % de survie à 6 mois (Batchelor et al., 2014). Une dose optimale de TMZ de 150-200 

mg/m² administrée les 5 premiers jours de chaque mois, donne de meilleurs résultats pour 

les tumeurs avec une méthylation de MGMT (Weller et al., 2015, 2014). Le bevacizumab a 

été mis en routine dans le cadre des tumeurs récurrentes et donne des bons résultats de 

survie des patients, à l’inverse des molécules ciblant la voie du VEGF (Batchelor et al., 2014; 

Friedman et al., 2009; Wick et al., 2010). De plus, la combinaison du lomustine et du 

bevacizumab détermine un bénéfice de survie plus grand (12 mois combinés contre 8 mois 

pour les agents seuls), les seuls à améliorer la survie des patients (Taal et al., 2014). 

Les champs électromagnétiques de basse intensité et de moyenne fréquence ont 

démontré les mêmes effets que la chimiothérapie standard, avec moins d’effets secondaires 

dangereux, ouvrant leur utilisation (Davis, 2013). 

Malheureusement, l’ensemble des protocoles mis en place n’apporte qu’un bénéfice 

limité et nécessite de déterminer au préalable les patients possédant les meilleures 

caractéristiques de réponse à ces traitements. 
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1.1.6.3. Les différentes hypothèses de l’échappement thérapeutique 

L’apparition d’une résistance et donc d’un échappement thérapeutique se fait par la 

sélection des mutations présentes au sein de l’ensemble des populations cellulaires de la 

tumeur sous l’effet des divers traitements. 

Les premiers mécanismes d’échappement thérapeutique vont être la BHE, isolant le 

SNC (cf. I.1.4.3.). Certains traitements ont tenté de cibler la BHE et ses constituants mais 

sans succès entraînant même, dans certains cas, une toxicité supplémentaire (Hart et al., 

2011; Jahangiri et al., 2017; Shin et al., 2012). 

Les traitements agissent sur les tumeurs par un biais de sélection. L’hétérogénéité 

tumorale explique que les populations cellulaires plus sensibles vont disparaître, ne laissant 

que des cellules résistantes. Ainsi, l’émergence plus ou moins rapide de clones résistants 

entraîne un réarrangement de la tumeur qui peut devenir totalement résistante aux 

traitements utilisés (Parker et al., 2015).  

Lors de la résection, des cellules tumorales périphériques peuvent persister. De plus, 

les mutations induites par des traitements concomitants peuvent contribuer à la résistance 

tumorale chimio- et / ou radio-thérapeutique et à l’apparition de tumeurs secondaires le plus 

souvent résistantes aux traitements précédents (Lemée et al., 2015). 

Au sein de l’hétérogénéité tumorale, le GBM va présenter des cellules particulières 

appelées Cellules Souches Cancéreuses ou CSCs. Ces cellules participent à la résistance 

tumorale. Ces cellules sont représentées par plusieurs sous-populations, aux 

caractéristiques différentes. Certaines vont présenter un fort potentiel clonogénique, capable 

de recréer la structure tumorale tandis que d’autres vont se présenter comme non-cyclantes 

et possédant un plus potentiel de résistance au stress environnemental (Binda et al., 2012; 

Dantas-Barbosa et al., 2015; Hiddingh et al., 2014; Sharifzad et al., 2019). C’est du fait de 

cette hétérogénéité qu’elles sont en mesure de se protéger du protocole Stupp. Du fait de 

leur caractère indifférencié, ces cellules sont capables de reformer une tumeur présentant 

leur phénotype, donnant ainsi une tumeur secondaire résistante et proliférante (Galli et al., 

2004; Lathia et al., 2015). 

1.1.7. Les cellules souches cancéreuses (CSC) et leurs marqueurs spécifiques 

Dans les tissus sains, que ce soit au cours du développement ou des processus 

homéostatiques cellulaires, les cellules souches vont permettre la croissance et le 

renouvellement des tissus et organes durant la vie de l’individu. Ce système présent dans la 

majorité des tissus serait détourné par les tumeurs de toute origine, soit via le détournement 

des cellules souches soit par la dédifférenciation de cellules tumorales. On retrouve donc 

des cellules souches cancéreuses, dont l’existence est encore controversée mais qui 

seraient fortement impliquées dans les processus de croissance et de résistance tumorales. 
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1.1.7.1. Historique 

L’hypothèse de l’existence de cellules capables de reformer une tumeur entière a été 

soulevée par les travaux de Furth et al, datant de 1937.Il a été démontré que l’injection d’une 

unique cellule leucémique murine est capable de transmettre ce cancer et de tuer en 

seulement 2 semaines la souris receveuse (Furth et al., 1937). Cette tumorigénicité a pu être 

confirmée lorsque des sous-populations de cellules leucémiques furent identifiées, comme 

capables de coloniser la moelle osseuse et de former de nouvelles cellules tumorales. Ces 

cellules initiatrices de tumeurs furent les premières cellules cancéreuses dites souches à 

être individualisées et caractérisées en tant que telles (Bonnet and Dick, 1997; Lapidot et al., 

1994).  

Dans les années qui suivirent, des cellules de même mature ont été identifiées dans 

de nombreux types de tumeurs, du cancer du sein au cancer du pancréas (Hemmati et al., 

2003; Li et al., 2007). Dans le cadre du GBM, la présence de ces sous-populations fut 

confirmée en 2004, de même qu’au sein des autres types de tumeurs gliales (Galli et al., 

2004). 

Figure 13 : Régulation tumorale par les CSCs 

Les cellules souches cancéreuses (CSCs) sont au cœur de la résistance, en influençant les divers 

paramètres de l’adaptation tumorale (facteurs de croissance, métabolisme, microenvironnement, 

immunité, génétique et épigénétique). Cette influence se fait dans les deux sens, l’environnement va 

induire des changements dynamiques au sein des CSCs, permettant leur remodelage constant. 

(Adaptée de Lathia et al., 2015) 
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La mise en évidence de leur capacité de résistance aux thérapeutiques anti-

cancéreuses classiques a permis de démontrer l’implication forte de cette sous-population 

dans la survie tumorale (Bao et al., 2006b; Chen et al., 2012a). 

1.1.7.2. Les propriétés des CSC 

Les CSCs peuvent être définies selon leurs capacités fonctionnelles d’auto-

renouvellement et de clonogénicité, comme pouvant reconstituer l’intégralité de la tumeur 

avec sa complexité et son hétérogénéité (Gimple et al., 2019). Les CSCs vont également 

subir une évolution dynamique, preuve de leur forte plasticité et adaptabilité. Ces sous-

populations évoluent entre différents états de différenciation et ce, en fonction des conditions 

du microenvironnement, à savoir la disponibilité des nutriments, le degré d’hypoxie ou la 

présence d’agents thérapeutiques (Gimple et al., 2019). La persistance de ces cellules et de 

leur état est dû à l’ensemble de ces conditions environnementales (Heddleston et al., 2009; 

Seidel et al., 2010; Tafani et al., 2011).  

Comme pour les cellules souches adultes, les CSCs semblent être sous la forte 

dépendance de l’hypoxie des tissus (Seidel et al., 2010). Les facteurs HIF-1 et HIF-2, dans 

les cadres respectifs de l’hypoxie aigüe et chronique, sont connus pour induire l’angiogenèse 

mais permettent également d’activer les voies de signalisations du caractère souche (avec 

Erk d’un côté, Sox2 et Oct4 de l’autre côté) (Covello et al., 2006; Forsythe et al., 1996; 

Hambardzumyan and Bergers, 2015; Joseph et al., 2015; Marampon et al., 2014; Moreno-

Manzano et al., 2010). Cet état est maintenu en jouant sur un large panel de gènes dont les 

expressions sont modulées en fonction de l’environnement, par des modifications 

épigénétiques (Banerji et al., 2013; MacArthur and Lemischka, 2013). Ce sont notamment 

les effets des divers traitements qui peuvent jouer sur le potentiel prolifératif des CSCs 

(Furusawa and Kaneko, 2012; Pisco et al., 2013). Les différences de stimuli devraient 

conduire ces cellules à réduire leur niveau d’entropie et à se différencier en précurseurs de 

moindre pluripotence pour permettre la prolifération tumorale, tout en conservant un pool de 

cellules de plus grande plasticité (Furusawa and Kaneko, 2009). Leur fréquence va donc être 

variable dans le temps et entre les tumeurs. Les traitements antitumoraux vont jouer sur 

cette fréquence afin de diminuer cette sous-population et donc le potentiel de survie et de 

résistance tumorale. Si une sous-population cellulaire possède un plus haut potentiel 

prolifératif, il existe également des cellules plus différenciées mais ayant conservé un faible 

potentiel d’auto-renouvellement pour maintenir la tumeur et l’ensemble des structures qui la 

soutiennent (Gimple et al., 2019). Concernant le GBM notamment, l’effet du TMZ sur ces 

cellules est donc limité par leur quiescence (des cellules avec un cycle réduit et donc une 

moindre accumulation de mutations dus au TMZ). Ce sont ces différentes sous-populations 

plus ou moins résistantes aux traitements antitumoraux qui vont être à l’origine de la survie 

et de la récurrence tumorale.  

Outre leur rôle dans la croissance tumorale, les CSCs du GBM (ou GSCs) ont été 

impliquées dans de nombreux autres processus tumoraux comme la transmission des 

phénomènes de résistances chimio- et radio-thérapeutiques (Bao et al., 2006a; Chen et al., 

2012a; Liu et al., 2006). Par un système de sélection darwinienne, les CSCs capables de 

survivre aux traitements sont également capables de reformer l’intégrité tumorale, avec des 
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cellules ayant acquis ces résistances (McGranahan et al., 2016; Pisco et al., 2013). On 

retrouve les mêmes capacités de transmission autour de l’angiogenèse et de l’invasion 

tumorale (Bao et al., 2006b; Cheng et al., 2013; Wakimoto et al., 2009).  

L’hétérogénéité tumorale du GBM laisse penser que les GSCs regroupent différentes 

sous-populations (Patel et al., 2014; Sottoriva et al., 2013). Chacune d’entre elle pourrait 

reformer des tumeurs secondaires, aux phénotypes différents et représentant les différentes 

populations de la tumeur primaire (Meyer et al., 2015; Soeda et al., 2015). La polydispersité 

de ces CSCs explique la difficulté d’identifier une signature type de ces cellules au sein du 

GBM. 

Figure 14 : Contexte d’interaction des CSCs 

Les cellules souches cancéreuses (CSCs) vont interagir avec les autres cellules tumorales, les 

neurones, les macrophages, les lymphocytes (LT) et les cellules vasculaires, permettant la survie des 

CSCs et donc celle des cellules tumorales. (Adaptée de Gimple et al., 2019) 
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1.1.7.3. Les marqueurs des CSC dans le glioblastome 

L’hétérogénéité des tumeurs est associée à celle du phénotype des CSCs et donc à 

celle des marqueurs exprimés par ces cellules. Néanmoins, certaines protéines sont 

communément associées au caractère souche sans être limitantes ou exclusives, comme 

CD133, CD24 ou CD44 (Dantas-Barbosa et al., 2015; Hiddingh et al., 2014).  

Le CD133 ou prominine 1 joue le rôle de marqueur des CSCs avec une spécificité 

élevée mais avec une faible sensitivité. Si les cellules CD133+ sont des CSCs, certaines 

sous-populations CD133- spécifiques possèdent les mêmes capacités que les CSCs (Lottaz 

et al., 2010; Singh et al., 2004). L’expression du marqueur à la surface de la cellule est 

inversement corrélée à la dédifférenciation de la cellule mais n’est pas régulée directement 

par les voies de signalisations activées par le phénotype souche (Kemper et al., 2010). Les 

autres marqueurs d’identification des CSCs sont ceux traditionnellement associés aux 

cellules progénitrices adultes. Parmi ceux-ci, on retrouve l’expression des protéines Sox2, 

Nanog, Olig2, Myc, Bmi-1, Nestin, ID-1 et Musashi-1 (Anido et al., 2010; Ben-Porath et al., 

2008; Hemmati et al., 2003; Kim et al., 2010; Ligon et al., 2007b; Suvà et al., 2014; Tunici et 

al., 2004). La majorité de ces marqueurs sont intracellulaires. Cependant, afin de 

sélectionner spécifiquement les CSCs au sein de la population tumorale, d’autres études se 

sont focalisées sur des marqueurs membranaires. Ces protéines, tel que CD133, mettent en 

évidence des interactions entre les cellules et le microenvironnement tout en maintenant leur 

phénotype. On peut citer les protéines CD15, l’intégrine α6, CD44, L1CAM et AB25 (Bao et 

al., 2008; Lathia et al., 2010; Liu et al., 2006; Ogden et al., 2008; Son et al., 2009).  

Néanmoins, au vu des problèmes rencontrés pour déterminer un marquage unique 

des CSCs, des tests fonctionnels doivent compléter leur caractérisation. Reposant sur leurs 

capacités d’auto-renouvellement et de clonogénicité, différentes techniques vont permettre 

d’estimer leur présence et leur proportion au sein de la tumeur. Il existe une technique de 

transplantation par dilution limite, par xénogreffe, avec un passage en série pour déterminer 

la clonogénicité de cette tumeur, la quantité de CSCs au sein de la tumeur et son 

hétérogénéité. Malheureusement, les résultats obtenus peuvent être relativement différents 

de la réalité tumorale, du fait de la différence entre le microenvironnement tumoral réel et 

celui recréé lors de la xénogreffe (Lee et al., 2019). Plus simplement, des tests de 

clonogénicité sont réalisés afin de mesurer leur capacité d’auto-renouvellement. Il peut 

également être testé la capacité cellulaire à reformer des sphères tumorales (ici des 

gliomasphères), dans un environnement 2D ou 3D (par l’utilisation de gels) (Dontu et al., 

2003). Il est également possible d’étudier ces sous-populations par des analyses single-cell, 

plus coûteuses et plus longues mais plus complètes. Ces analyses permettent d’obtenir 

l’entièreté du transcriptome tumoral et d’avoir une cartographie de l’hétérogénéité tumorale, 

afin d’identifier les cellules possédant un pattern d’expression proche des cellules souches 

(Lee et al., 2019). 

Pour conclure, les GSCs représentent une population de cellules exprimant des 

marqueurs des cellules souches et possédant des propriétés d’auto-renouvellement, de 

tumorigénicité et de résistance détournée par la machinerie tumorale.  
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1.2. Les neurotrophines et leurs récepteurs  

Les neurotrophines consistent en une famille de protéines impliquée dans le 

développement, la survie et le bon fonctionnement du système nerveux central et 

périphérique. Leurs récepteurs sont répartis en différentes familles protéiques, liant avec une 

affinité variable leurs ligands (matures et immatures), internalisant le message de ces 

facteurs et stimulant donc des voies de survie ou apoptotiques. 

1.2.1. Historique 

Le Nerve Growth Factor (NGF) a été découvert en 1949 et ses fonctions ont pu être 

reliées à la survie neuronale (Cohen et al., 1954; Hamburger and Levi-Montalcini, 1949; 

Levi-Montalcini, 1987). Cette découverte découle de l’hypothèse d’une protéine capable 

d’induire l’innervation tumorale d’une xénogreffe murine dans un embryon de poulet 

(Hamburger and Levi-Montalcini, 1949). A la suite de cette découverte, d’autres protéines 

aux mêmes fonctions ont été recherchées. En 1982, le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic 

Factor) a été mis en évidence au sein de cerveaux de porc, avec une forte similarité 

structurelle et fonctionnelle au NGF (Barde et al., 1982; Leibrock et al., 1989). Une nouvelle 

hypothèse fut alors posée : une famille de ligands serait capable, au sein du système 

nerveux, d’induire la prolifération et la survie des cellules nerveuses. Cette hypothèse fut 

confirmée par la découverte, au cours de la décennie suivante, de nouvelles protéines 

semblables aux NGF et BDNF : en 1990, la neurotrophine 3 ou NT-3 fut associée à la survie 

neuronale et à l’embryogenèse du tube neural (Ernfors et al., 1990; Maisonpierre et al., 

1990) ; en 1991, la neurotrophine 4/5 (NT-4/5) qui fut découverte en parallèle chez Xenopus 

laevis (NT-4) et chez l’Homme (NT-5) comme orthologues puis regroupées au vu de leur 

forte identité en NT-4/5 (Berkemeier et al., 1991; Hallböök et al., 1991). Les neurotrophines-6 

et -7, ayant un rôle très proche de celui des autres neurotrophines, ont été trouvées en 1994 

et 1998 respectivement mais absentes chez l’Homme (Götz et al., 1994; Lai et al., 1998). 

Les neurotrophines vont avoir des fonctions comparables, sur des populations cellulaires 

proches voire identiques, démontrant une certaine redondance de leur fonction et de leur 

utilisation spatio-temporelles, dues à une origine commune de duplication génique (Eide et 

al., 1993; Hallböök, 1999; Ibáñez, 1995). 

Les neurotrophines vont interagir avec deux familles de récepteurs distinctes : les 

récepteurs Tropomyosine-related kinase ou Trk et le NGFR ou p75NTR. En 1986, est 

découvert le premier des récepteurs Trk, TrkA (ou NTRK1) dans le cadre de tumeurs 

coliques, puis démontré comme se liant avec de nombreuses neurotrophines (Kaplan et al., 

1991; Klein et al., 1991a; Martin-Zanca et al., 1986). Dans les années qui suivirent, les deux 

récepteurs TrkB et TrkC (ou NTRK2 et NTRK3) ont pu être identifiés, présentant des 

structures proches (Klein et al., 1991b, 1990, p. 1991, 1989; Lamballe et al., 1991). Leur 

découverte a pu démontrer une fois de plus des proximités de fonctions et de ligands. Le 

NGFR a été découvert, quant à lui, en 1973 comme le premier récepteur capable de fixer le 

NGF (Herrup and Shooter, 1973). Ce récepteur a été démontré comme pouvant lier 

l’ensemble des neurotrophines, avec une affinité de l’ordre du nanomolaire, d’où le nom de 

p75NTR, soit récepteur de 75 kDa capable de lier l’ensemble de ces ligands (Rodriguez-Tébar 

et al., 1990; Rodríguez-Tébar et al., 1992).  
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1.2.2. Les neurotrophines 

Chez les humains, les 4 neurotrophines, NGF, BNDF, NT-3 et NT-4/5, codées par 

des gènes sur les chromosomes 1, 11, 12 et 19 respectivement, sont produites en premier 

lieu en tant que précurseurs protéiques glycosylés (Hallböök, 1999). Les protéines matures 

vont ensuite être obtenues par clivages successifs, donnant des protéines de faibles poids 

moléculaires (environ 15 kDa). Dans le réticulum endoplasmique, les pré-proneurotrophines 

vont être clivées pour éliminer leurs peptides signaux et donner des pro-neurotrophines (pro-

NT). Ces protéines vont pouvoir alors s’homodimériser, via des ponts disulfures entre les 6 

résidus cystéines présents sur chacune d’entre elles (Lessmann et al., 2003). Ces protéines 

passent par différentes phases de maturation : i) les protéines sont clivées via des protéases 

intracellulaires avant d’être sécrétées ; ii) elles sont sécrétées puis clivées par des protéases 

extracellulaires ; iii) elles sont sécrétées et agissent directement sur leurs cibles (Lee et al., 

2001; Lu et al., 2005; Seidah et al., 1996b, 1996a). Les pro-NT et les neurotrophines 

sécrétées vont former des homodimères et se fixer sur leurs récepteurs, principalement les 

Trks et p75NTR (Lessmann et al., 2003). 

Dans le cadre du GBM, les neurotrophines se fixent sur des récepteurs spécifiques : 

le NGF va se fixer sur TrkA, le BDNF sur TrkB, le NT-3 sur TrkC (plus faiblement sur TrkA et 

TrkB) et le NT-4/5 sur TrkB (Kaplan et al., 1991; Klein et al., 1991a, 1990; Lamballe et al., 

Figure 15 : Représentation des structures protéiques des proneurotrophines et neurotrophines 

Les neurotrophines humaines (NGF, BDNF, NT-3 et NT-4/5) sont représentées sous leur forme 

immature avec leur peptide signal et leur propeptide. Sont représentées également les structures 

protéiques seules ou avec leurs récepteurs. (Adaptée de Gibon and Barker, 2017) 
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1991; Squinto et al., 1991). p75NTR, lui, peut fixer l’ensemble des neurotrophines et pro-NT, 

avec une faible affinité à l’inverse des Trks (Hempstead, 2014). 

1.2.3. Les récepteurs aux neurotrophines et la sortiline 

Au sein des récepteurs aux neurotrophines, deux types de récepteurs sont distingués 

par leur capacité à fixer les neurotrophines et leurs formes immatures. Le premier type 

représente la famille des récepteurs Trks soient TrkA, TrkB et TrkC, des récepteurs de forte 

affinité pour les ligands. Le second type ne regroupe qu’un seul récepteur, NGFR ou p75NTR, 

récepteur de faible affinité (Chao and Hempstead, 1995). Il existe également la sortiline / 

Sort1 dans ce cadre, capable également de fixer les proneurotrophines (Nykjaer and 

Willnow, 2012). 

Les Trks, récepteurs à tyrosine kinase, seraient issus des duplications successives 

d’un gène ancestral (sur les chromosomes 1, 9 et 15 pour TrkA, B et C), d’où la forte 

proximité de séquences entre ces trois protéines (Nakagawara et al., 1995; Valent et al., 

1997; Weier et al., 1995). Elles sont divisées en trois domaines : un domaine extracellulaire 

liant le ligand, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire activant les 

Figure 16 : Spécificité des neurotrophines et de leur forme immature avec leurs principaux récepteurs 

Si les formes matures et immatures des neurotrophines (NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5) sont en mesure de 

se fixer au récepteur p75NTR, les autres récepteurs aux neurotrophines (Sort ou Sortiline, TrkA, TrkB et 

TrkC) vont avoir des affinités plus restreintes. Sort peut fixer l’ensemble des proneurotrophines, tandis 

que TrkA fixe le NGF et NT-3, TrkB fixe le BDNF, NT-3 et NT-4/5 et TrkC fixe seulement NT-3. 

(Adaptée de Hondermarck, 2012) 
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cascades de signalisation. Pour être actif, lier le ligand et permettre la transmission du 

signal, le récepteur va s’homodimériser. La portion interne des récepteurs va ensuite 

catalyser la phosphorylation du récepteur puis des effecteurs en aval, via son domaine 

catalytique à 5 résidus tyrosine (Y490, Y785, Y670, Y674, Y675) (Huang and Reichardt, 

2003). Ce domaine va permettre l’activation de la PLCγ, la PI3K et Ras, correspondant aux 

voies de la PLCγ, de la PI3K-Akt et des MAPK (Huang and Reichardt, 2003).  

Physiologiquement, la liaison entre TrkA et le NGF va entraîner l’activation de la voie 

Ras-MAPK, stimulant la prolifération et la croissance cellulaires (Amatu et al., 2016; 

Nakagawara, 2001). Avec l’activation de TrkB, les 3 voies de signalisation vont entraîner la 

différenciation neurale et favoriser la survie (Amatu et al., 2016; Nakagawara, 2001). La 

fixation de dimères de NT-4 sur TrkC entraîne l’activation de la voie PI3K anti-apoptotique 

(Amatu et al., 2016; Nakagawara, 2001). On retrouve donc l’expression des Trks au sein du 

tissu nerveux sain, permettant la croissance et la mise en place des structures nerveuses 

centrales lors du développement embryonnaire (Barbacid et al., 1991; Reichardt, 2006). Par 

la suite, ces récepteurs vont permettre le maintien et la différenciation dans les ganglions 

sensoriels, la survie des neurones et la neurogenèse (Huang and Reichardt, 2003; 

Reichardt, 2006; Vaishnavi et al., 2015). Associés aux fonctions intellectuelles, ces 

récepteurs se retrouvent dans les fonctions de mémorisation, de nociception et de 

proprioception (Chen et al., 1997; Huang and Reichardt, 2001). Plus largement, ils ont 

également un effet pro-survie au sein des systèmes sanguins, immunitaires et des ovaires 

(Coppola et al., 2004; Dissen et al., 1996; Kermani et al., 2005; Kermani and Hempstead, 

2007). 

Figure 17 : Structure des récepteurs aux neurotrophines 

Chacun des récepteurs aux neurotrophines va posséder une partie extracellulaire, une partie 

transmembranaire et une partie intracellulaire. Néanmoins, la structure va varier entre les trois grands 

types. Les Trks vont posséder, en extracellulaire, 2 domaines riches en cystéine entourant un 

domaine riche en leucine puis 2 domaines Immunoglobulin-like (Ig-like) et un unique domaine 

Tyrosine kinase en intracellulaire, capable d’activer les voies en aval. La sortiline ou Sort va présenter 

comme domaine extracellulaire d’intérêt, le domaine Vps10p (Vacuolar protein sorting 10 protein), 

caractéristique de sa famille protéique. Enfin, p75NTR présente 4 domaines riches en cystéine en 

extracellulaire, un domaine Chopper en juxtamembranaire, puis 5 domaines de mort ou Death domain 

pour activer en intracellulaire les voies de signalisation adaptées. (Adaptée de Hondermarck, 2012) 
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Dans le contexte du GBM et dans différentes tumeurs de gliomes, les neurotrophines 

et leurs récepteurs sont associés à différents processus tumoraux, de tumorigenèse, 

d’angiogenèse, d’invasion tumorale et de survie des CSCs (Giraud et al., 2011, 2005; 

Wadhwa et al., 2003; Washiyama et al., 1996). L’activation de TrkA va avoir un rôle 

ambivalent soit en stimulant la prolifération tumorale soit en inhibant la transformation 

maligne vers les gliomes de haut grade (Engebraaten et al., 1993; Oelmann et al., 1995; 

Singer et al., 1999; Wadhwa et al., 2003; Wang et al., 1998). L’activation de TrkB, quant à 

elle, ainsi que son transfert par des exosomes, ont un lien direct avec l’agressivité en 

favorisant la prolifération des cellules tumorales (Pinet et al., 2016). Enfin, TrkC, en 

l’absence de son ligand NT-3, est connu pour avoir un rôle suppresseur de tumeurs au sein 

des gliomes en activant l’apoptose par la libération d’un fragment pro-apoptotique (Genevois 

et al., 2013; Zhang et al., 2014). Cet effet disparaît en présence du NT-3, qui va favoriser la 

prolifération des cellules tumorales souches et différenciées (Lawn et al., 2015; Louie et al., 

2013). 

Autour des récepteurs aux neurotrophines, se place un co-récepteur appelé NTSR3 

(Neurotensin Receptor 3 ou Sortiline ou Sort1) liant la neurotensine et dont l’association 

avec les Trks et p75NTR permet de jouer le rôle de balance survie / apoptose. Sort1 est un 

récepteur de la famille des Vps10 (Vacuolar protein sorting 10 protein), codé par le gène 

Figure 18 : Les voies de signalisation des récepteurs aux neurotrophines Trks 

L’activation des récepteurs Trks par leur ligand respectif va induire la survie, la différenciation et la 

prolifération des cellules tumorales via les voies des MAPK, de la PI3K-Akt et de la PLCγ. (Adaptée de 

Jiang et al., 2021) 
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SORT1 sur le chr. 1 et exprimé notamment dans le SNC (Petersen et al., 1997). La protéine 

peut suivre trois voies après avoir atteint la membrane de la cellule. Elle est clivée pour être 

relarguée ou servir de récepteur pour la portion restante (représentant 5-10 % du pool de 

sortiline). Elle peut également intervenir dans le transport antérograde à la membrane 

plasmique ou se complexer avec divers récepteurs pour améliorer la transduction du signal 

(Massa et al., 2013; McCormick et al., 2008; S.-Y. Xu et al., 2018). Sous la forme d’un 

complexe avec les Trks, la sortiline va favoriser leur activation et promouvoir la prolifération. 

A l’inverse, lorsqu’elle est couplée à p75NTR, le complexe va favoriser la mort cellulaire 

(Navarro et al., 2001; Nykjaer et al., 2005, 2004). Ainsi, la sortiline se retrouve impliquée 

dans de nombreuses pathologies, comme les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, le 

diabète et le cancer (Szegő et al., 2013; Walter et al., 2001; C. M. Wilson et al., 2014). Dans 

le cadre du GBM, la sortiline a pu être associée via TrkB, p75NTR et YKL-40 (glycoprotéine 

jouant un rôle dans l’agressivité et la prolifération du GBM) à l’agressivité du GBM (Pinet et 

al., 2016). Elle est également associée à un mauvais pronostic, à l’invasion tumorale et à la 

TEM au travers de la voie GSK-3β (Yang et al., 2019). Ainsi, au sein des voies de survie pro-

tumorales, le récepteur NGFR, en s’associant avec les autres récepteurs aux 

neurotrophines, possède une place cruciale dans le développement du GBM. 

1.2.4. La récepteur NGFR / p75NTR et ses propriétés 

Le récepteur NGFR est une protéine retrouvée dans le SNC notamment, dont le nom 

provient de sa capacité à fixer le NGF avec une faible affinité (Johnson and Taniuchi, 1987). 

Par la suite, il a été renommé Neurotrophin Receptor p75 ou p75NTR, de par sa capacité à 

fixer avec une affinité égale (Kd = 1 nM) l’ensemble des neurotrophines  (Rodriguez-Tébar et 

al., 1990; Rodríguez-Tébar et al., 1992). 

1.2.4.1. Structure du récepteur p75NTR 

Le récepteur p75NTR est codé par le gène NGFR, sur le chromosome 17 et compte 6 

exons. Ce gène code pour une protéine de 399 acides aminés, composée de 3 domaines 

(un domaine extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire), d’un poids pouvant aller de 

45 à 75 kDa en fonction des différents clivages et des états de glycosylation. Le domaine 

extracellulaire, permettant sa dimérisation, contient 4 régions riches en cystéines formant 

des ponts disulfures, les 2ème et 3ème régions intervenant dans la fixation du ligand (Yan and 

Chao, 1991). Le domaine transmembranaire contient une hélice α et une cystéine permettant 

l’homodimérisation de p75NTR (Nadezhdin et al., 2016). Le domaine intracellulaire, très 

conservé entre les espèces, présente un domaine de mort (DD, death domain) avec 6 

hélices α et un domaine d’activation des protéines G (Chapman, 1995; Roux and Barker, 

2002).  
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Cette portion protéique présente également un domaine Chopper, liant les protéines 

TRAF4 et TRAF6 (TNF Receptor-Associated Factors) et un motif Sérine-Proline-Valine, liant 

des protéines à domaines PDZ (Post-synaptic Disc-large Zona) (Khursigara et al., 1999; 

Krajewska et al., 1998; Sheng and Sala, 2001). La présence de ce DD et des 4 régions 

riches en cytéines le classe parmi les récepteurs de mort (Death Receptors) de la famille des 

TNFRSF (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily), parmi 29 récepteurs impliqués 

dans de nombreux processus allant de la survie cellulaire à l’apoptose (Vilar, 2017). Il existe 

3 sites de modifications post-traductionnelles le long de cette structure : un site de N-

glycosylation sur la 1ère région riche en cystéine, un site de N- et O-glycosylation en 

juxtamembranaire extracellulaire et un site de palmitoylation et de phosphorylation en 

intracellulaire (Barker, 2004; Taniuchi et al., 1986). L’apport de ces modifications favorise, en 

plus de l’adressage et de la maturation de la protéine, les interactions avec des protéines 

partenaires (Bronfman and Fainzilber, 2004). L’épissage alternatif du gène va donner 

plusieurs isoformes, avec notamment un unique domaine riche en cystéine (Dechant and 

Barde, 1997). Mais les variations notables reposent sur la présence de plusieurs versions 

tronquées de la protéine en intra- et extracellulaire, par clivages successifs. Via un clivage 

catalysé par une métalloprotéase, le récepteur sera divisé en p75-ECD (Extracellular Cell 

Death Domain) liant les neurotrophines comme un récepteur leurre et p75-CTF 

Figure 19 : Structure du récepteur aux neurotrophines p75
NTR

 

Récepteur transmembranaire de type I (unique domaine transmembranaire), avec un domaine 

extracellulaire contenant 4 régions riches en cystéine (CRD) et de nombreux sites de N- et O-

glycosylation. Le domaine intracellulaire contient un site de palmitoylation sur la cystéine 279, deux 

sites de fixations aux TRAF, un domaine de mort ou Death Domain de type II, un domaine d’activation 

des protéines G et un motif de liaison au domaine PDZ. (Adaptée de Roux and Barker, 2002) 
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Figure 20 : Les protéines adaptatrices de p75NTR et l’activation des différentes signalisations 

La portion intracellulaire du récepteur p75NTR va interagir avec de nombreuses protéines adaptatrices 

pour permettre d’induire l’activation des différentes voies de signalisation et leurs effets associés. 

NRAGE (Neurotrophin receptor-interacting MAGE homolog), SC-1 (Schwann cell factor-1), TRAF4 

(Tumor necrosis factor receptor-associated factor 4), TRAF6 se lient au domaine juxtamembranaire 

du récepteur pour agir sur le cycle cellulaire, l’apoptose et la survie. NRIF1/2 (Neurotrophin receptor-

interacting factor 1/2) interagit avec le domaine juxtamembranaire et le Death Domain, stimulant 

l’apoptose. NADE (p75NTR -associated death executor), RIP2 (Receptor-interacting protein-2), RhoA 

se lient au seul Death Domain, jouant sur l’apoptose, la survie et la neuritogenèse. FAP-1 (Fas-

associated phosphatase-1) se lie à la queue C-terminale, agissant sur la survie. (Adaptée de Roux 

and Barker, 2002) 

(Carboxyterminal Fragment) induisant toujours la signalisation du récepteur. Le p75-CTF 

sous l’action d’une γ-sécrétase peut se transformer en un fragment p75-ICD (Intracellular 

Domain), également capable d’induire une signalisation intracellulaire (Bronfman, 2007). Le 

p75-ICD, par l’activation de la kinase PKA, peut également réguler le déplacement et la 

concentration du récepteur complet au sein de radeau lipidique, permettant notamment une 

meilleure dynamique et une meilleure transduction du signal (Fujitani et al., 2005; Gil et al., 

2007; Higuchi et al., 2003). C’est par la multiplicité de ses actions que p75NTR est impliqué 

dans les voies de survie et de mort des cellules au sein du système nerveux notamment. 
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1.2.4.2. Fonctions physiologiques du récepteur 

Le récepteur p75NTR va se retrouver au milieu de voies de signalisation antagonistes, 

la survie et l’apoptose. Comme beaucoup de récepteurs TNFSFR, p75NTR ne présente pas 

d’activité enzymatique intrinsèque mais va potentialiser les effets des récepteurs auxquels il 

peut se lier. Ainsi, en association avec les récepteurs Trks, il va renforcer l’effet pro-survie 

alors qu’en association avec la sortiline, il pourra induire la mort cellulaire.  

Les voies de survie activées par p75NTR liées aux neurotrophines peuvent être Trk-

indépendantes ou Trk-dépendantes.  

En fixant le NGF, p75NTR peut induire la prolifération en activant la translocation de 

NF-κB dans le noyau, via l’utilisation de protéines adaptatrices telle que TRAF-6 ou RIP2 

(Ahmad et al., 2014; Carter et al., 1996; Khursigara et al., 2001; Wooten et al., 2001). Sans 

neurotrophines, p75NTR interagit avec RhoA, une GTPase impliquée dans l’organisation du 

cytosquelette d’actine, l’active et inhibe la croissance axonale, via l’utilisation de protéines 

adaptatrices tels que les récepteurs Nogo-R et Lingo-1. Dès que les neurotrophines se fixent 

sur p75NTR, celui-ci se détache de RhoA, l’inactivant et stimulant la croissance axonale 

Figure 21 : Clivage du récepteur p75NTR et effets des fragments extracellulaire ECD et intracellulaire ICD  

La liaison entre le récepteur p75NTR et la sortiline avec les proneurotrophines permet majoritairement 

d’induire l’activation de voies pro-apoptotiques. Le récepteur p75NTR peut également être clivé par le 

biais de 2 sécrétases. L’α-sécrétase libère la portion extracellulaire du récepteur le p75NTR-ECD et la 

portion C-terminale p75NTR-CTF capable d’activer chacun une signalisation différente. La γ-sécrétase 

libère une portion C-terminal du récepteur p75NTR-ICD, qui peut en fonction de ses associations activer 

des voies de survie ou des voies apoptotiques. (Adaptée de Blondy et al., 2019) 
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(Arévalo and Wu, 2006). Le récepteur est également capable d’activer la voie PI3K, menant 

à la survie cellulaire (Roux et al., 2001).  

L’association de p75NTR aux Trks, permet notamment d’augmenter son affinité pour 

son ligand (Kd de 1 nM à 10 pM) (Dechant, 2001; Eggert et al., 2000; Hantzopoulos et al., 

1994; Hempstead et al., 1991) ainsi que la fixation de différentes protéines adaptatrices 

telles que ARMS et la cavéoline favorisant la formation de rafts de signalisation et la 

transduction du signal (Arévalo et al., 2004; Bilderback et al., 1999; Roux and Barker, 2002). 

Les voies pro-apoptotiques, quant à elles, vont être induites par la fixation de pro-NT 

sur p75NTR, par le recrutement sur les domaines DD ou Chopper des protéines adaptatrices 

NRIF (NT-receptor interacting factor), NRAGE (NT-Receptor interacting MAGE homolog), 

TRAF (TNF Receptor-Associated Factor) ou NADE (NT-Associated cell death receptor). 

Pour permettre cette fixation et la faciliter, p75NTR peut former un complexe avec la sortiline, 

associé à ses ligands : le pro-NGF, le pro-BDNF, la pro-NT-3 (Jansen et al., 2007; Nykjaer et 

al., 2005, 2004; Nykjaer and Willnow, 2012). Ces protéines vont ensuite activer la voie JNK 

(Jun Kinase), entraînant l’apoptose. Les effecteurs finaux de cette voie vont être les 

caspases 1, 2 et 3, via p53 et c-Jun et les protéines pro-apoptotique Bad, Bax et Bim 

(Nykjaer et al., 2005; Roux and Barker, 2002; Yeiser et al., 2004). Dans la cascade de 

signalisation, la kinase JNK phosphoryle c-Jun, active p53 et l’activation mitochondriale de 

l’apoptose (libération du cytochrome c par la translocation de Bax via Bad et Bim) par 

l’activation des caspases 3, 6 et 9 (Nykjaer et al., 2005). L’activation de p75NTR par le BDNF 

entraîne également une augmentation de l’expression de p53 dans les neurones, 

probablement due à l’activation de la voie JNK (Aloyz et al., 1998). Le récepteur peut 

également s’associer avec la sortiline, pour augmenter son affinité pour les pro-NTs et 

favoriser la transduction du signal apoptotique au sein de la cellule (Nykjaer and Willnow, 

2012). 

En plus d’agir sur ces voies de survie et de mort, le récepteur p75NTR agit sur le 

transport des neurotrophines et des Trks dans le neurone, permettant leur transport axonal, 

ainsi que l’internalisation des NGF, BDNF et NT-3 (Curtis et al., 1995). C’est donc seul mais 

surtout en association avec d’autres récepteurs, formant alors des plateformes de 

transduction du signal tant pro-survie que pro-apoptose, que p75NTR joue un rôle crucial dans 

le système nerveux central. 
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1.2.4.3. p75NTR dans le cancer et le glioblastome 

Le récepteur p75NTR est impliqué dans les processus de tumorigenèse d’un large 

panel de tumeurs comme les cancers du sein, digestifs, de la thyroïde et du mélanome 

(Blondy et al., 2019; Marchetti et al., 2004; Menter et al., 1994; Rocha et al., 2006; Verbeke 

et al., 2010). Néanmoins, le rôle tumorigénique de p75NTR a été la plus souvent démontré 

dans le cadre des métastases cérébrales (Herrmann et al., 1993; Menter et al., 1994; 

Shonukan et al., 2003). Dans la majeure partie des cas, les cellules tumorales vont 

détourner le rôle de p75NTR pour stimuler les voies de croissance et de prolifération 

dépendantes du récepteur. Dans certaines formes de tumeurs, le récepteur va se retrouver 

associer directement avec l’agressivité de celle-ci. Dans le cas du mélanome, l’expression 

de p75NTR se retrouve associé avec les CSCs, comme marqueur spécifique (Boiko et al., 

2010). Dans ce cas, les cellules exprimant fortement la protéine vont avoir une plus forte 

tendance à réaliser une TEM et former des métastases au sein de l’organisme. De manière 

plus générale, il a été démontré qu’une forte expression de p75NTR au sein de certains 

cancers était associée à une plus faible survie (Biagiotti et al., 2006; Kim et al., 2012; Murillo-

Figure 22 : Les voies de signalisation du récepteur p75NTR avec ses partenaires 

Le récepteur p75NTR et ses partenaires Trks et la sortiline sont en mesure d’activer des voies de 

signalisation aux effets antagonistes, les plaçant dans une balance survie / apoptose. Les 

neurotrophines interagissant avec NF-κB induisent la survie cellulaire par l’interaction avec TRAF-6 

alors que l’activation de c-Jun induit l’apoptose cellulaire. Avec la sortiline, l’activation de JNK et des 

effecteurs en amont (p53, c-Jun, caspases 3, 6 et 9) entraîne également la mort de la cellule. Quant à 

son association avec les Trks, elle va promouvoir l’activation des voies des MAPK, de la PLCγ et de la 

PI3K, stimulant la survie des cellules concernées. (Adaptée de Jiang et al., 2021) 
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Sauca et al., 2014; J. Tian et al., 2014). Néanmoins, si l’expression du récepteur est 

fortement liée à l’agressivité et donc aux CSCs, il a été démontré qu’elle est également 

présente au sein de cellules différenciées (Cheli et al., 2014). A l’inverse, certaines formes 

de cancers ont une forte expression de p75NTR associée avec une meilleure survie des 

patients et une plus forte activation des voies pro-apoptotiques (cancer du sein, 

ostéosarcomes, neuroblastomes, carcinomes tête et cou) (Jin et al., 2007a, 2007b; Khwaja 

et al., 2006; Tabassum et al., 2003). Ces effets, variables entre les formes de cancers, 

démontrent une ambivalence du récepteur au sein même du cadre physiopathologique.  

Au sein des gliomes, p75NTR joue un rôle protumoral essentiel dans différents 

processus de gliomagenèse, comme l’invasion, la prolifération ou la TEM (Ahn et al., 2016, 

p. 75; J. Berghoff et al., 2015; Forsyth et al., 2014; Johnston et al., 2007; Wang et al., 2008). 

Dans ces tumeurs, le récepteur est donc surexprimé, provoquant une stimulation de ces 

voies protumorales, avec une stimulation de la migration et de l’invasion (Johnston et al., 

2007). Une forte expression du récepteur est retrouvée dans 85 % des cas de GBM étudiés 

pour seulement 22 % des gliomes de grades II et III, reliant cette surexpression au 

phénotype agressif (Johnston et al., 2007). Ces liens sont confirmés par l’analyse des bases 

de données du TCGA, THPA (The Human Protein Atlas) et REMBRANDT (Repository of 

Molecular Brain Neoplasia Data), au niveau transcriptomique et protéique. Elle corrèle 

négativement la  surexpression de p75NTR à la médiane de survie des patients (Alshehri et 

al., 2017). Une étude menée au sein de notre laboratoire a montré que la séquestration 

Golgienne des récepteurs entraîne un effet anti-apoptotique dans la lignée tumorale U87-MG 

(Giraud et al., 2011). Néanmoins, au sein du contexte tumoral, la lignée tumorale gliale de 

rat C6 a démontré que la concurrence entre la fixation du BDNF et pro-BDNF était toujours 

présente, d’où une certaine sensibilité des cellules aux signaux apoptotiques du récepteur 

(Xiong et al., 2013b, 2013a). Les cellules tumorales dans ce cadre vont activer une boucle 

autocrine avec du BDNF endogène, pour promouvoir les voies de survie et de prolifération 

(Ahn et al., 2016; Johnston et al., 2007; Wang et al., 2008). Cette polarisation accrue des 

voies activées par le récepteur se fait par la prédominance de l’existence de la forme entière 

et de la forme p75-ICD du récepteur (J. Berghoff et al., 2015). Au sein des CSCs des 

gliomes, la forte expression du récepteur et de ses ligands va permettre de renforcer ces 

boucles d’activation protumorale, augmentant l’agressivité tumorale. Il a été démontré que, 

dans ce cadre, la stimulation de p75NTR par le NGF favorise la libération du fragment 

intracellulaire et donc la stimulation des processus invasifs (Forsyth et al., 2014). L’action de 

p75NTR dans ce contexte va se faire également à l’aide des récepteurs Trks. En effet 

l’inhibition permet indirectement de bloquer l’action protumorale de p75NTR (Wang et al., 

2008). L’interconnexion entre les récepteurs et le lien avec l’agressivité tumorale a été 

démontrée par notre équipe, au sein de lignées de GBM, laissant entrevoir le rôle crucial 

qu’il pourrait jouer (Pinet et al., 2016). L’ensemble de ces découvertes permettent de 

souligner le rôle protumoral de p75NTR dans le cadre du GBM, notamment au sein des 

récepteurs aux neurotrophines. Ce rôle du récepteur, à l’interface entre les voies pro- et 

antiapoptotiques, rend l’intérêt de son étude d’autant plus important.  
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1.3. L’implication de l’axe PD-L1 / PD-1 en oncologie 

Le système immunitaire fait partie des mécanismes détournés par les tumeurs pour 

survivre et proliférer hors d’atteinte de l’organisme. Parmi les fonctions de ce système 

détourné par le GBM, l’immunité à médiation cellulaire est en premier lieu ciblée par les 

cellules tumorales. Dû à l’isolement particulier du SNC, la manipulation des voies contrôlant 

cette immunité est primordiale pour la survie de la tumeur ou, au contraire, peut constituer 

une cible antitumorale efficace, notamment via l’axe PD-1 / PD-L1. 

1.3.1. Le système immunitaire et l’immunité acquise à médiation cellulaire  

Le système immunitaire, chargé de la distinction du soi et du non-soi, permet de 

reconnaître tant les menaces externes que les menaces internes à l’organisme. L’ensemble 

des leucocytes et les organes du système lymphoïde vont reconnaître les cellules 

cancéreuses et les éliminer.  

Ce système peut être divisé en immunité innée et immunité acquise. La première va 

permettre la reconnaissance et l’élimination du non-soi dans un contexte de libération 

cytokinique. L’ensemble des barrières physiques (peau et muqueuses) et physiologiques 

(pH, température corporelle, mucus, …) vont être associée avec les cellules du système 

immunitaire aspécifique (à opposer aux cellules à reconnaissance spécifique, capables de 

cibler des pathogènes précis). Ces cellules vont regrouper les granulocytes (basophiles, 

mastocytes, neutrophiles, éosinophiles), les phagocytes (neutrophiles, cellules dendritiques, 

macrophages) et les cellules NK. L’ensemble de ce système va permettre de former un 

premier barrage efficace au sein de l’organisme. Ces cellules immunitaires se mobilisent 

rapidement, à la suite d’une inflammation, pour éliminer de manière aspécifique les cellules 

du non-soi sur le site (Gasparri et al., 2017; Olszanski, 2015). La production de cytokines 

pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1, IL-6, …) va réguler la fonction de cette immunité et mettre 

en place une réponse généralisée si nécessaire (fièvre, production de cortisol, hématopoïèse 

accrue, …) (Dunn et al., 2005b, 2005a; Gasparri et al., 2017). Si l’inflammation persiste, une 

réponse plus lente mais plus spécifique prend le relai, l’immunité acquise.  
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L’immunité acquise va se mettre en place après la reconnaissance du non-soi, pour 

une meilleure efficacité de son élimination. Elle regroupe l’immunité acquise à médiation 

humorale, avec les lymphocytes B (LB) et l’immunité acquise à médiation cellulaire avec les 

lymphocytes T (LT). Le processus mis en place des 2 côtés de cette immunité est séquentiel 

pour affiner au mieux la réponse et optimiser la réponse à un antigène précis (Gasparri et al., 

2017; Olszanski, 2015). Une des caractéristiques de l’immunité acquise est la formation 

d’une mémoire immune, pour une reconnaissance ultérieure du non-soi. Dans un premier 

temps, les cellules sont activées à l’aide des cellules de l’immunité innée. Les cellules 

dendritiques activées par la reconnaissance et la phagocytose du non-soi vont migrer au 

Figure 23 : Activation des effecteurs de l’immunité adaptative à médiation cellulaire 

La différenciation d’un lymphocyte T naïf CD8
+
 (LTC-P) en LTC fonctionnel nécessite une suite 

d’événements précis. La cellule, ici en présence d’un antigène viral, va réagir avec un complexe CMH 

I – peptide et des signaux de co-stimulation (CD28 – CD80/86) sur une cellule présentatrice 

d’antigène (CPA). L’activation des CPA nécessite la complexation avec des lymphocytes T auxiliaires 

CD40
 +

 (T
H
1). L’activation séquentielle nécessite que le T

H
1 se fixe auparavant sur la CPA puis que le 

LTC-P se fixe sur la CPA. L’activation simultanée passe par la fixation concomitante du T
H
1 et du 

LTC-P pour donner la stimulation de la réponse immune des LTC.  (Adaptée de Punt et al., 2018) 



Axel Boukredine | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2021 73 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

sein des ganglions lymphatiques et permettre la présentation de l’antigène aux lymphocytes. 

Si les LB vont constituer une défense contre les agresseurs du milieu extracellulaire, les LT 

vont cibler les menaces cellulaires, que ce soient des cellules modifiées par un agent 

pathogène (virus, unicellulaires, …) ou des cellules modifiées cancéreuses.  

Les LT répondent à la reconnaissance de peptide du non-soi au travers des CPA 

(Cellules Présentatrices d’Antigènes). C’est par la reconnaissance de la molécule du CMH 

présentant un peptide du non-soi que les LT sont activés par contact avec le récepteur TCR, 

soit par le CMH I pour les LT CD8+ (LT cytotoxiques / LTC), soit par le CMH II pour LT CD4+ 

(LT auxiliaires / LTH). Ce sont ces complexes TCR / CD8 ou TCR / CD4 des LT, associés à 

des protéines de co-stimulation, qui permettent l’activation de cette immunité cellulaire. Si 

cette co-stimulation est absente, la cellule T va entrer en anergie et ne sera plus en mesure 

de s’activer même lors de la représentation de l'antigène (Appleman and Boussiotis, 2003; 

Schwartz et al., 1989). Cette inactivation peut être également obtenue par la présence sur 

les LT de signaux co-inhibiteurs, intervenant physiologiquement comme checkpoints 

immunitaires contrôlant ainsi l’auto-immunité (Nishimura et al., 2001, 1999; Tivol et al., 1995; 

Waterhouse et al., 1995). Parmi ces molécules co-récepteurs, les ligands de la famille B7, 

exprimés par les CPA, vont avoir un rôle pivot en se liant la famille des récepteurs CD28, 

formant une superfamille de protéines membranaires et jouant sur la balance activation / 

anergie (Chambers et al., 2001; Karandikar et al., 1998; Oosterwegel et al., 1999; Salomon 

and Bluestone, 2001; Sansom, 2000). Dans cette famille, on peut retrouver les ligands et 

récepteurs suivants (Ahmad Mir et al., 2014; Ni and Dong, 2017) : 

Tableau 1 : Liste des protéines de la famille B7-1 et de leurs récepteurs (de la famille CD28 

notamment) 

Ligands Récepteurs Ligands Récepteurs 

B7-1 (CD80) CD28, CTLA-4, PD-L1 B7-H3 (CD276) ? 

B7-2 (CD86) CD28, CTLA-4 B7-H4 (B7S1) ? 

B7-DC (CD273, PD-L2) PD-1 B7-H5 (PD-1H) ? 

B7-H1 (CD274, PD-L1) PD-1 B7-H6 (NCR3LG1) ? 

B7-H2 (CD275, B7RP1) ICOS B7-H7 (HHHLA2) ? 
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Cette balance repose sur l’action activatrice du CD28 et l’action inhibitrice du CTLA-4. 

Ces protéines vont partager une structure commune d’une protéine transmembranaire de 

type I (unique passage transmembranaire, extrémités N-ter extracellulaire et C-ter 

cytosolique), avec un domaine Ig variable (IgV) suivi d’un domaine Ig constant (IgC) (Ahmad 

Mir et al., 2014). C’est dans ce cadre que fut décrit l’axe PD-1 / PD-L1, agissant sur 

l’inactivation des LT notamment dans le contexte d’échappement immunitaire des cancers 

(Francisco et al., 2010; Schildberg et al., 2016). 

1.3.2. PD-1 / PD-L1 et l’immunité acquise à médiation cellulaire 

En 1992, PD-1, une protéine de 299 acides aminés présente à la surface des LT, a 

été découverte en lien avec la promotion de l’apoptose (Agata et al., 1996; Chemnitz et al., 

2004; Ishida et al., 1992; Kinter et al., 2008; Terawaki et al., 2011). Bien que sa 

surexpression n’induise pas une apoptose accrue, son inhibition a pu être reliée à 

l’apparition de maladies auto-immunes. Elle est également reliée à la maturation des LT et à 

leur activation comme régulateur négatif (Agata et al., 1996; Nishimura et al., 2001). En 

1999, une protéine homologue à B7-1 et B7-2 appelée B7-H1 a été découverte d’abord 

comme co-récepteur activant les LT au contact (Dong et al., 1999, p. 1) puis comme un des 

ligands de PD-1 renommée alors PD-L1 (ou Pdcdl1g1 ou CD274). On trouve également un 

deuxième ligand appelé PD-L2 (ou Pdcdl1g2 ou CD273) (Freeman et al., 2000; Latchman et 

al., 2001). 

Figure 24 : Représentation schématique des interactions entre les ligands de la famille B7 et les 

récepteurs de la famille CD28.  

Les membres de la famille des ligands B7 vont agir sur les récepteurs de la famille CD28 au niveau du 

système immunitaire (lymphoctes B/T/NK), avec des effets variables sur la balance inhibition / 

stimulation, lors de la mise en place de la réponse immunitaire. IgC : domaine constant des 

immunoglobulines ; IgV : domaine variable des immunoglobulines ; ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-

based Inhibitory Motif ; ITSM : Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif ; Tyr-X-X-Met : motif 

Tyrosine-X-X-Méthionine (Adaptée de Ahmad Mir et al., 2014) 
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PD-L1 est exprimée dans les LT, les LB, les cellules dendritiques, les cellules 

souches mésenchymateuses et les mastocytes (Keir et al., 2008; Nishimura et al., 1996; 

Yamazaki et al., 2002) et PD-1 dans les LT CD4+ et CD8+ activés (également dans les LB, 

les NK, les cellules dendritiques et les monocytes). PD-L1 est une glycoprotéine 

transmembranaire de type I de 290 acides aminés, avec un domaine IgC et un domaine IgV, 

de structures proches des autres membres de la famille B7 (40 % avec PD-L2, 20 % avec 

B7-1 et B7-2) (Lin et al., 2008; Zhang et al., 2004). Son expression dans les monocytes est 

sous la dépendance de l’IFN-γ et de l’IL-10 (Selenko-Gebauer et al., 2003). Il a également 

été montré que l’expression de PD-L1 peut être induite dans les LT par la présence d’IL-2, 

IL-7 ou IL-15, dans les LB par l’IL-21 (Liang et al., 2003). PD-L1 est également largement 

exprimée hors systèmes sanguin et immunitaire (astrocytes, neurones, poumons, îlots 

pancréatiques, …) (Keir et al., 2008). Hors du système immunitaire, l’IFN-γ va également 

pouvoir induire l’expression de PD-L1 (Eppihimer et al., 2002). Plus largement, au sein des 

cellules, l’activation des voies oncogéniques PI3K / Akt et STAT3 vont permettre la 

production de PD-L1 au sein des CPA (Fujita et al., 2015; Marzec et al., 2008; Parsa et al., 

2007). Accessoirement, les facteurs MyD88, TRAF6, MEK et JAK2 sont également 

nécessaires pour le contrôle de l’expression du ligand de PD-1 (Lee et al., 2006; Liu et al., 

2007; Parsa et al., 2007). 

Les effets induits par l’interaction PD-1 / PD-L1 sont liés à l’anergie lymphocytaire. En 

se liant au TCR des LT, PD-1 activé va contrôler l’activité des cellules en jouant sur leur 

métabolisme glucidique, la production cytokinique et donc plus largement sur leur 

prolifération et leur survie (Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). Physiologiquement, 

les domaines ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) et ITSM 

Figure 25 : Structure protéique des protéines PD-1 et PD-L1 

Les protéines PD-1 et PD-L1 sont toutes deux des protéines transmembranaires, interagissant l’une 

avec l’autre. Leur structure est relativement proche, PD-L1 présentant un domaine IgC-like (domaine 

constant des immunoglobulines / Ig) et un domaine IgV-like (domaine variable des Ig) contre un seul 

domaine IgV-like en extracellulaire pour PD-1. (Adaptée de Akinleye and Rasool, 2019) 
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(Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) vont permettre la phosphorylation du co-

récepteur et sa liaison avec les protéines SHP-1 et SHP-2. Ces protéines vont, elles, 

déphosphoryler les premiers effecteurs activés par le complexe TCR / CD28, bloquant leur 

action (Chemnitz et al., 2004; Okazaki et al., 2001). Précisément, la liaison de SHP-2 à 

l’Y248 phosphorylé de l’ITSM va bloquer l’activation de la voie PI3K / Akt dans les LT 

(Chemnitz et al., 2004; Parry et al., 2005). Par le même recrutement, dans les LB, le co-

récepteur va pouvoir inhiber la voie PLCγ et Erk (Okazaki et al., 2001). De son côté, 

l’effecteur Erk va également être inhibé de manière réversible (via Il-2, IL-7 et IL-15) par le 

co-récepteur et toucher les processus de survie et de prolifération (Bennett et al., 2003). 

Finalement, c’est par l’inhibition des voies PI3K / Akt et Ras / Erk que PD-1, activé par PD-L1 

notamment, peut induire l’anergie des LT (Parry et al., 2005; Patsoukis et al., 2012). 

Néanmoins, il est possible d’outrepasser les effets inhibiteurs de l’axe PD-1 / PD-L1 par 

l’activation du co-récepteur CD28 exprimé sur les LT ou via les effets de l’IL-2 (Carter et al., 

2002; Freeman et al., 2000). 

Si les LT immatures sont des cellules non-cyclantes en phase G0, le passage à des 

cellules cyclantes est permis grâce à l’ubiquitination de p27kip1, inhibiteur de Cdk2, et donc à 

sa dégradation (Appleman et al., 2002, 2000; Boonen et al., 1999). Dans ce cas, l’activation 

du complexe TCR / CD28 permet la production de Skp2, un ligand de l’ubiquitine ligase 

SCFskp2 et donc la dégradation de p27kip1 mais seulement lors de l’activation combinée des 

voies PI3K et Ras (Appleman et al., 2006; Carrano et al., 1999). Les effets de PD-1 vont 

empêcher l’expression de SCFskp2 et donc la levée d’inhibition de Cdk2, empêchant les LT de 

progresser en phase S (Patsoukis et al., 2012). L’inhibition de Cdk2 a également pour effet i) 

d’inhiber l’activation de Rb et donc son activité de remodelage chromatinien ; ii) d’inhiber 

l’activité de Smad3 ce qui entraîne l’accumulation de p15INK4β (inhibiteur des Cdk de phase 

G1) et la sous-expression de Cdc25A (activateur des Cdk) (Boutros et al., 2006; Matsuura et 

al., 2004; Patsoukis et al., 2012). L’inhibition de Cdk2 et de Smad3 a également pour effet de 

polariser l’activation des LT immatures vers des LT auxiliaires, par l’activation de voies TGF-

β-dépendantes (Francisco et al., 2009; Patsoukis et al., 2012). Le blocage de PD-L1 dans ce 

contexte a pu démontrer, à contrario, une inhibition de la formation de ces LT auxiliaires 

(Francisco et al., 2010, 2009; Haxhinasto et al., 2008; Strauss et al., 2007). Comme énoncés 

précédemment, les signaux issus de CD28 permettent de faire basculer le métabolisme 

énergétique des cellules d’une phosphorylation oxydative à une glycolyse, mieux adaptée 

aux besoins énergétiques du LTC (LT cytotoxique) activé (Chang et al., 2013; Frauwirth et 

al., 2002; Frauwirth and Thompson, 2004; Rathmell et al., 2000; Wieman et al., 2007). Pour 

les LTH (LT auxiliaires ou helper), la transition énergétique se fait vers la β-oxydation des 

acides gras (Pearce et al., 2009). Comme pour l’activation des voies du TGF-β, l’axe PD-1 / 

PD-L1 va favoriser la transition vers la voie de la β-oxydation et la production de espèces 

oxydatives au sein des LT. En modifiant les taux d’acidification de la cellule, cette activation 

va avoir pour fonction d’inhiber la différenciation vers les LTC (dépendante d’un switch 

métabolique vers la glycolyse) et de stimuler dans un second temps l’apoptose des cellules 

(Patsoukis et al., 2015; Tkachev et al., 2015). 



Axel Boukredine | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2021 77 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Ainsi, les fonctions immunes de l’axe PD-1 / PD-L1 vont permettre d’éteindre la 

réaction immunitaire et d’éviter un épuisement de l’organisme ainsi que la survenue 

éventuelle de maladies auto-immunes. Ce fonctionnement se met en place notamment lors 

d’infections virales dans un contexte normal d’arrêt de la réponse immunitaire mais 

également dans le cadre du SIDA causé par le VIH (Blackburn et al., 2009; Buggert et al., 

2014; Urbani et al., 2006). L’expression de PD-L1 dans de nombreux tissus permet, de plus, 

l’inhibition de réponses non désirées comme par exemple dans le cadre de greffes. En effet, 

il est possible de relier l’expression de PD-L1 à la survenue d’un rejet de greffons chez les 

patients ou à l’apparition de maladies auto-immunes tel que le diabète de type I (Blazar et 

al., 2003; Liu et al., 2014; Saha et al., 2016).  

Récemment, il a été également démontré que PD-L1 pourrait se lier au CD80, lors de 

l’interaction entre les CPA et les LT, provoquant un signal inhibiteur au sein de ces cellules 

Figure 26 : Voies de signalisation PD-1 / PD-L1 

Le récepteur PD-1 possède un domaine ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) et 

ITSM (Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) capables notamment de lier SHP2. Le 

recrutement de cette protéine va permettre l’inhibition de ZAP70, cible du TCR activé et plus 

largement celle de la voie PI3K-Akt et de la voie Ras-Erk. L’inhibition simultanée de ces voies va 

provoquer le blocage des voies de prolifération, de croissance et de survie dans les lymphocytes T 

ciblés par cette voie. Les LT vont devenir moins proliférants, perdant leur activité et adoptant un 

phénotype anergique et dysfonctionnel. CPA : cellule présentatrice d’antigène ; mTOR : mammalian 

target of rapamycin ; NF‐kB : nuclear factor κB ; PD‐1 : programmed cell death protein 1 ; PD‐L1 : 

programmed death‐ligand 1 ; PTEN : phosphatase and tensin homolog ; SHP : Src homology region 2 

domain‐containing phosphatase ; TCR : T‐cell receptor. (Adaptée de Salmaninejad et al., 2019) 
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immunitaires (Butte et al., 2007). Néanmoins, son impact dans l’immunotolérance n’est pas 

encore connu dans ce cadre. 

Les tumeurs agressives vont le plus souvent porter une altération de la voie PD-1 / 

PD-L1 ce qui perturbe ses effets immunomodulateurs et favorise l’immunotolérance de la 

tumeur et donc son développement. 

1.3.3. Les fonctions de PD-L1 dans le cancer 

La présence de PD-L1 dans les cellules tumorales a rapidement conduit à l’étude du 

rôle de cette protéine et de son récepteur PD-1 dans le développement tumoral ainsi que de 

leur implication dans la survie des cellules cancéreuses (Latchman et al., 2001). Une 

corrélation entre l’expression de PD-L1 (et celle de PD-L2) et un mauvais pronostic a été 

retrouvée dans de nombreux cas de cancers solides (Hamanishi et al., 2007; Hino et al., 

2010; Nakanishi et al., 2007; Nomi et al., 2007; Ohigashi et al., 2005; Thompson et al., 2004; 

Wu et al., 2006). Cependant, seules certaines mutations oncogéniques sont associées à une 

surexpression de PD-L1 dans les cellules tumorales (Marzec et al., 2008). Une inflammation 

locale, causée notamment par la présence de la tumeur et entraînant la libération d’IFN-γ par 

les LT activés, permet d’induire également l’expression de PD-L1 dans les cellules tumorales 

et environnantes (Taube et al., 2012). PD-L1 est exprimée par les cellules du 

microenvironnement tumoral (macrophages, cellules dendritiques, fibroblastes, cellules 

endothéliales, cellules immunitaires infiltrantes …), sa forte expression étant là aussi reliée à 

un mauvais pronostic mais également à une bonne réponse aux immunothérapies (Herbst et 

al., 2014; Robert et al., 2015a). L’activation de l’axe PD-1 / PD-L1 conduit à l’activation des 

voies de survie dans les cellules exprimant PD-L1 et permet d’inhiber la cytotoxicité des LT 

(Azuma et al., 2008; Dong et al., 2002). Par la suite, les LT vont subir une polarisation vers 

des LTH ou deviennent des LT anergisés (Ahmadzadeh et al., 2009). Dans ce cadre 

oncogénique, des voies de signalisation inflammatoires, passant par l’IL-4, l'IL-10, le VEGF, 

le GCSF peuvent également induire l'expression de PD-L1. Ces voies permettent de 

canaliser les effets du ligand au centre de l’inflammation tumorale, formant une boucle 

amplificatrice de l’immunotolérance, signe de ce détournement oncogénique (He et al., 

2015). 

La présence accrue de PD-L1 au sein de la tumeur ne se limite pas aux cellules 

cancéreuses ni à celles du microenvironnement. Il a été démontré que la protéine, utilisée 

alors comme cargo, peut être libérée dans le milieu extracellulaire, soit sous une forme 

soluble, soit au sein d’exosomes (des vésicules extracellulaires de communication). Des 

variants d’épissage de PD-L1 dépourvus de domaine transmembranaire donnent les formes 

sécrétées de PD-L1 (sPD-L1) capables d’induire l’anergie des LT in vitro (Okuma et al., 

2017; Zhou et al., 2017). L’apparition de ces formes est stimulée par la présence de l’IFN-α, 

de l’IFN-γ et du TNF-α, plaçant ainsi sPD-L1 au centre des mêmes mécanismes d’activation 

que ceux décrits précédemment pour l’axe PD-1 / PD-L1 (Zhou et al., 2017). Dans le cadre 

du cancer bronchique non à petites cellules, les grades les plus élevés présentent une plus 

forte concentration de sPD-L1 sérique. Elle induit l’immunotolérance des LT, une réponse 

réduite aux anti-PD-1 et est associée à une faible survie des patients (Gong et al., 2019; 

Okuma et al., 2018, 2017). Le transfert de PD-L1 par des exosomes a également été 
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démontré comme étant impliqué dans la progression tumorale et l’immunotolérance de 

divers autres modèles cancéreux (Chen et al., 2018; Poggio et al., 2019; Theodoraki et al., 

2018; Yang et al., 2018). L’importance de ce transfert de PD-L1 semble également en lien 

avec le grade de la tumeur, corrélant celui-ci à son agressivité. Ainsi, le blocage de la 

production de ces exosomes, dépendante également de l’IFN-γ, permet de réduire d’autant 

plus leurs effets, que les actions cellule – cellule et cellule – exosome de PD-L1 seront 

diminuées (Chen et al., 2018). L’effet de l’immunotolérance des exosomes PD-L1+ se fait 

également à distance, jusqu’aux ganglions lymphatiques, permettant de démontrer les 

impacts systémiques de ces vésicules et leur importance (Poggio et al., 2019). 

Les expressions de PD-1 et PD-L1 sont donc utilisés à des fins pronostiques dans de 

nombreux cancers. Une forte expression de PD-L1 a ainsi pu être associée à un mauvais 

pronostic, voire à un phénotype plus indifférencié dans les cancers bronchiques non à 

petites cellules (Iacovelli et al., 2016; Massi et al., 2014; A. Wang et al., 2015; Wu et al., 

2006). Sa surexpression a été également reliée à l’agressivité tumorale, à savoir une plus 

grande taille de la tumeur et à son potentiel invasif (Massi et al., 2014; Wu et al., 2006). 

Dans de rares cas, l’inverse a pu être observé, notamment dans le cancer du sein, le 

carcinome ovarien, grâce à une surreprésentation des LTC dans ces tumeurs (Baptista et 

al., 2016; Darb-Esfahani et al., 2016; Sabatier et al., 2015). PD-1 et PD-L1 peuvent servir de 

facteurs prédictifs, une forte expression de PD-L1 maximisant les effets d’un traitement 

contre cet axe (Garon et al., 2015; Topalian et al., 2012). Paradoxalement, une bonne 

réponse aux anti-PD-L1 est obtenue dans de rares cas contre des tumeurs PD-L1-, 

exemples des tumeurs bronchiques non à petites cellules (Carbognin et al., 2015).  

L’approche des immunothérapies décrite dans la partie I.1.5.4 pour l’axe PD-1 / PD-

L1 relatait l’existence de 3 anticorps bloquants de PD-1 (nivolumab, pembrolizumab et 

pidilizumab) et 3 anticorps pour PD-L1 (avelumab, atezolizumab et durvalumab). Ils sont 

utilisés comme agents thérapeutiques ou sont en cours de validation pour divers cancers 

(Guan et al., 2017; Qin et al., 2019). Les premiers essais cliniques bloquant l’axe PD-1 / PD-

L1 furent menés avec le nivolumab, donnant de bons résultats sur des tumeurs solides 

(mélanome, carcinome à cellules rénales, cancer bronchique non à petites cellules), avec 

une régression tumorale et un bénéfice de survie dépassant un an dans environ 20 % des 

cas (Topalian et al., 2012). Pour le pembrolizumab, dans le cas du mélanome et du cancer 

bronchique non à petites cellules, les mêmes résultats furent obtenus dans 33,7 % et 19,4 % 

des patients traités (Garon et al., 2015; Robert et al., 2015b). Dans le cas de PD-L1, 

l’atezolizumab et le durvalumab ont démontré également un effet bénéfique pour la survie 

des patients et la régression tumorale (Antonia et al., 2016; McDermott et al., 2016; 

Rosenberg et al., 2016; Stewart et al., 2015). Les effets de ces immunothérapies ont pu être 

améliorés par combinaisons avec d’autres inhibiteurs des voies de survie, d’autres 

checkpoints immuns, des chimiothérapies ou des vaccins tumoraux (Guan et al., 2017). Les 

effets secondaires de ces immunothérapies sont pour la plupart du temps limités à de la 

fatigue et de la fièvre, allant jusqu’à des évènements plus graves dans 7 à 12 % des cas 

(Guan et al., 2017).  

Ainsi, dans le cadre du cancer, l’axe PD-1 / PD-L1 va être détourné notamment pour 

son rôle d’immunotolérance et d’extinction de la réponse immunitaire au sein des tumeurs et 
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de leurs microenvironnements. C’est du fait de ces effets dans divers cancers que 

l’expression de cet axe et de son implication dans l’agressivité du GBM ont été recherchée, 

toujours dans l’optique de mieux le comprendre. 

1.3.4. L’implication de PD-L1 dans le glioblastome 

De nombreuses explorations du checkpoint immunitaire PD-1 / PD-L1 ont été réalisés 

dans le GBM. Tout comme d’autres cellules cancéreuses, celles du GBM expriment 

fortement PD-L1 ce qui impacte la réponse immune au contact de ces cellules tumorales (A. 

S. Berghoff et al., 2015; Liu et al., 2016; Nduom et al., 2016; Wainwright et al., 2014). La 

surexpression des deux partenaires dans le GBM va présenter 6,21 mois de survie moyenne 

en moins par rapport aux patients présentant une expression plus faible ; ce résultat est 

néanmoins nuancé et contesté (Nduom et al., 2016; Xue et al., 2017a).  

La présence de PD-L1 a été démontrée comme étant variable dans de nombreuses 

lignées et dans les tumeurs de gliomes étudiées, avec une présence pour environ 45 % des 

échantillons étudiés (Xue et al., 2017a). De plus, cette variabilité entre les tumeurs s’exprime 

au travers des marquages obtenus par l’IHC : modèle diffus ou fibrillaire et modèle 

membranaire. Aucune différence n’a pu être observée entre les modèles d’expression et les 

caractéristiques tumorales des GBM étudiés (A. S. Berghoff et al., 2015). Néanmoins, en 

Figure 27 : Effets immunosuppressifs de PD-L1 dans le microenvironnement du GBM 

La voie PD-1 / PD-L1 va activer les réactions en chaînes d’anergie / apoptose / immunotolérance. 

Lorsque les cellules tumorales se lient aux cellules immunitaires reconnaissant le CMH-I/II, PD-L1 

exprimé à la surface des cellules tumorales va se lier au PD-1 des cellules immunitaires. Ces cellules 

seront « éteintes » afin de créer un environnement pro-tumoral capable de soutenir la croissance du 

GBM. Cette interaction va induire l’anergie, l’épuisement et l’apoptose des lymphocytes T cytotoxiques 

(LTCs), les cellules myéloïdes suppressives (MDSCs) vont réguler l’activité des LBreg et LTreg en 

combinaison avec la voie PD-1 / PD-L1 des LTCs. (Adaptée de Shu and Li, 2020) 
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cohérence avec les effets d’immunotolérance, l’expression de PD-L1 va être 

significativement plus importante sur les bords de la tumeur permettant de favoriser 

l’invasion tumorale du tissu environnant (Yao et al., 2009).  

Cette expression sera d’autant plus importante que le grade de la tumeur sera élevé, 

permettant de définir PD-L1 comme un biomarqueur potentiel lié à l’agressivité tumorale 

(Baral et al., 2014; Wilmotte et al., 2005). Il est même possible de corréler directement le 

niveau d’expression de la protéine sur coupe histologique avec le grade du gliome, appuyant 

son intérêt comme biomarqueur (Baral et al., 2014). Il serait possible que la différence 

d’expression entre les différents grades de gliomes proviendrait d’une sélection positive des 

cellules exprimant PD-L1. Puisqu’elles sont capables d’échapper à la reconnaissance par les 

LT, elles survivent. Mais la surexpression de PD-L1 n’est pas systématique et semble 

dépendre de la présence de certaines mutations spécifiques au sein de la tumeur ou 

d’acteurs protéiques. Ainsi, l’extinction totale ou partielle de PTEN favorise cette 

surexpression par l’activation de la voie PI3K/Akt (Parsa et al., 2007). Plus largement, des 

Figure 28 : Induction de l’expression de PD-L1 dans le cadre du GBM 

De nombreuses voies vont induire l’expression de PD-L1 (TLR, EGFR, IFNAR, IFNGR). Par la voie du 

récepteur Toll-like (TLR), la fixation de protéines à motifs pathogènes (PAMPs), de heat-shock proteins 

(HSP) et la nécrose peuvent induire cette expression via la voie MyD88. Une mutation activatrice ou 

l’activation de l’EGFR sont capables également d’induire son expression par Erk et NF-κB. Enfin, la 

fixation des IFN-α/β/γ à leur récepteur respectif va également conduire à l’expression de PD-L1, qui va 

ensuite provoquer la tolérance immune et la survie tumorale. (Adaptée de Litak et al., 2019) 
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mutations des protéines des voies PI3K, JAK / STAT3, et EGFR sont reliées à la 

surexpression de la protéine (Akbay et al., 2013; Lastwika et al., 2016; Marzec et al., 2008). 

De plus, les miRs vont permettre cette surexpression, notamment les miR-34a et miR-200 

(Chen et al., 2014; X. Wang et al., 2015). Tout comme au sein d’autres tumeurs, l’IFN-γ joue 

le rôle d’inducteur de l’expression transcriptomique et protéique de PD-L1 (Avril et al., 2010; 

Wintterle et al., 2003). Le contexte tumoral, par le biais de l’hypoxie et de l’HIF-1, a 

également un impact sur l’induction de sa production (Noman et al., 2014). 

Malheureusement, bien que ces deux protéines aient des impacts comparables à 

ceux décrits pour d’autres tumeurs, l’efficacité des immunothérapies complémentaires est 

encore très limitée, n’offrant qu’une faible réponse tumorale et un bénéfice de survie limité. 

Si l’impact de PD-L1 a été démontré comme critique sur la survie des patients, les études 

menées sur des tumeurs de GBM ont donné des résultats ambigus (A. S. Berghoff et al., 

2015; Han et al., 2017, p. 1; Nduom et al., 2016; Topalian et al., 2012; Zeng et al., 2016). 

Néanmoins, ces études ont démontré que l’action de PD-L1 sur la tumeur était dépendante 

d’autres protéines à fonction pro-tumorale, nécessitant l’étude de PD-L1 parmi d’autres 

facteurs d’agressivité tumorale.  

Figure 29 : Effets intrinsèques de l’expression de PD-L1 dans les cellules du GBM 

La stimulation de l’expression du ligand PD-L1 va induire l’activation de la voie PI3K-Akt, stimulant le 

métabolisme glycolytique, la prolifération et inhibant l’autophagie. Elle inhibe l’apoptose via celle de 

STAT3. Par la voie Ras-Erk, PD-L1 va activer la prolifération, la migration et l’invasion tumorale au 

travers de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Il lui est même possible de stimuler la 

transition phénotypique vers les cellules souches, par BMI1, Oct4 et Nanog. (Liens encore inconnus : 

flèches hachurées ; liens connus : flèches pleines) (Adaptée de Chen et al., 2019) 
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Une large majorité des tumeurs de GBM exprime PD-L1 (A. S. Berghoff et al., 2015; 

Nduom et al., 2016) mais lorsque ces tumeurs sont soumises à du nivolumab seul ou en 

complément d’une thérapie standard, le bénéfice est négligeable tant sur la régression 

tumorale que sur l’amélioration de la survie (Filley et al., 2017). La mauvaise réponse au 

traitement pourrait provenir de la lymphopénie induite par l’irradiation tumorale (99 % des 

lymphocytes recevant plus de 0,5 Gy) (Yovino et al., 2013). Une raisons supplémentaire 

serait la surreprésentation des LT anergiques dans les populations matures, hypothèse 

corroborée par l’expression des marqueurs de l’épuisement immunitaire au sein de ces 

populations (Sakuishi et al., 2010; Wherry and Kurachi, 2015). La combinaison de ces 2 

effets, couplé aux caractéristiques inhérentes au modèle, expliquerait la faible quantité de LT 

présents et activés dans le microenvironnement, entraînant alors une faible réponse de 

l’immunothérapie. Il serait néanmoins possible de lever l’état d’épuisement des LT et de 

remettre en place une population anti-tumorale en jouant sur les divers co-récepteurs 

inhibiteurs des LT simultanément (Huang et al., 2017; Kamphorst et al., 2017; Webb et al., 

2015).  

L’essai clinique Checkmate 143 a tenté de combiner le nivolumab avec l’ipilumab 

(anti-CTLA-4) pour restaurer les LTC et inhiber les LTH, mais de graves effets secondaires 

ont été observés dans 40 % des cas (Filley et al., 2017; Omuro et al., 2018). D’autres essais 

Figure 30 : La voie PD-1 / PD-L1 et son ciblage dans l’immunothérapie 

Sur la voie PD-1 / PD-L1, les immunothérapies actuelles vont agir à l’aide des anti-PD-1 (nivolumab, 

pembrolizumab, pidilizumab) et des anti-PD-L1 (durvalumab, atezolizumab, avelumab). Les deux 

partenaires vont être bloqués et vont donc empêcher l’anergie des lymphocytes T (LT). ITSM : 

immunoreceptor tyrosine-based switch motif ; ITIM :  immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif ; 

PD-1 : programmed death 1 ; PD-L1 : programmed death-ligand 1 ; CMH : complexe majeur 

d’histocompatibilité ; SHP-2 : Src homology 2 (SH2) domain containing non-transmembrane PTP ; B7 : 

B7 protein ; CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4. (Adaptée de Schvartsman et al., 

2016) 
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cliniques sont en cours de réalisation, là encore couplant des anti-PD-1 avec d’autres 

anticorps bloquants, mais leurs phases trop précoces ne permettent pas d’estimer 

efficacement les bénéfices éventuels. On peut noter l’utilisation d’anti-TIM-3 (inhibiteur à 

l’origine d’inhibitions globales de LT dans, NCT02817633), d’anti-LAG-3 (rôle similaire à PD-

1 mais fixe le CMH II, NCT03250832), d’anti-IDO (polarisation des LT en LTH via la 

production de tryptophane, NCT03343613), d’anti-4-1BB (co-stimulateur des LT, 

NCT02179918), d’anti-OX40 (co-stimulateur présent dans les LTH, pouvant inverser la 

polarisation forcée des LT) (Croft et al., 2015b; Han et al., 2014; Li et al., 2017; 

Messenheimer et al., 2017; Munks et al., 2004; Munn et al., 2005; Prendergast et al., 2017; 

Shindo et al., 2015; Tolcher et al., 2017). 

 

Tableau 2 : Essais cliniques des inhibiteurs des points de contrôle PD-1/PD-L1 dans le glioblastome 
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Du fait de sa présence accrue au sein des GBM, PD-L1 constitue un élément majeur 

de la tumorigenèse mais également de la tolérance immunitaire, au même titre que la 

majeure partie des cancers chez l’Homme. Malheureusement, dans ces tumeurs, la réponse 

aux immunothérapies simples ou couplées avec d’autres acteurs du processus tumoral ne 

donne pas de résultats satisfaisants. L’environnement de PD-L1 doit donc être encore 

prospecté afin de découvrir des partenaires et des mécanismes capables d’outrepasser 

l’absence de réponses. 

1.3.5. Les connections existantes entre PD-L1 et p75NTR 

L’IFN-γ, produit par les LTC peut stimuler la production de PD-L1 (Dong et al., 2002; 

Eppihimer et al., 2002). Dans le contexte tumoral et notamment au sein du mélanome, les 

lymphocytes infiltrant PD-1+ vont excréter une grande quantité d’IFN-γ dans le 

microenvironnement (Ahmadzadeh et al., 2009; Inozume et al., 2010). Toujours dans le 

mélanome, il a été démontré que cette production est capable d’induire la production de 

Nivo : Nivolumab, anticorps anti-PD-1 ; Pem : Pembrolizumab, anticorps anti-PD-1 ; TMZ : 

Temozolomide ; Ave : Avelumab, anticorps anti-PD-L1 ; LT PD-1-PIK T cells : lymphocytes T tueurs 

pluripotents exprimant l'anticorps anti-PD-1 ; HFRT : Radiothérapie hypofractionnée ; IDH : 

Isocitrate Déshydrogénase ; MLA : Ablation laser guidée par IRM; Ipi : Ipilimumab, anticorps anti-

CTLA-4 ; VEGF : Vascular endothelial growth factor ; Tre : Trémélimumab, anticorps anti-CTLA-4 ; 

Dur : Durvalumab, anticorps anti-PD-L1 ; Var : Varlilumab, anticorps anti-CD27 ; HFSRT : 

Radiothérapie hypofractionnée stéréotaxique ; LT anti-PD-L1 CSR : LT autologues à récepteurs 

chimériques dirigés vers PD-L1 ; DNX-2401A : adénovirus oncolytique génétiquement modifié ; DC 

: Cellule dendritique ; HSPPC-96a : vaccin fabriqué à partir de la tumeur fraîche prélevée au 

moment de la chirurgie ; DCVax-L : vaccin autologue de DC pulsé avec l'antigène du lysat tumoral ; 

Cabiralizumab : anticorps anti-CSF-1R. (Adaptée de Wang et al., 2019) 

Tableau 2 (suite) : 
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p75NTR par les cellules tumorales (J. Furuta et al., 2014). L’expression combinée des deux 

protéines entraîne une forte extinction de la réponse cytotoxique des LTC envers les cellules 

tumorales, en provoquant une diminution de l’expression des antigènes de mélanome. Cette 

étude proposait également que PD-L1 et p75NTR  seraient liées par leur stimulation via l’IFN-γ 

et que ces deux protéines agiraient de manière additive ou synergique (J. Furuta et al., 

2014), créant un environnement pro-tumoral. Leur présence combinée pourrait 

éventuellement être ciblée dans le cadre thérapeutique (J. Furuta et al., 2014). 

Le lien supplémentaire connectant PD-L1 et p75NTR se retrouve au sein des vésicules 

extracellulaires, les exosomes. En effet, ces vésicules jouent un rôle important au sein du 

microenvironnement tumoral. Elles contiennent de nombreuses molécules ayant un rôle 

potentiellement oncogénique et reflétent le contenu cytoplasmique des cellules tumorales. 

Ainsi, il a été démontré que les exosomes produits par ces cellules contenant PD-L1 vont 

pouvoir agir en anergisant les LT infiltrant la tumeur (Daassi et al., 2020; Ricklefs et al., 

2018). 

Dans le cas du GBM, la libération des exosomes PD-L1+ au sein du 

microenvironnement et dans la circulation générale a un effet immumomodérateur. Les 

exosomes tumoraux vont provoquer la séquestration des LT au sein de la moelle osseuse 

(Chongsathidkiet et al., 2018; Ricklefs et al., 2018). Les cellules de GBM du sous-type 

mésenchymateux expriment plus fortement PD-L1 que celles du sous-type proneural  et les 

exosomes qu’elles sécrètent sont toujours sous la dépendance de l’IFN-γ, (Ceccarelli et al., 

2016; Ricklefs et al., 2016). Dans ce contexte de production accrue de PD-L1, le ligand est 

fortement retrouvé à la surface des exosomes et se fixe aux lymphocytes (Ricklefs et al., 

2018). Il a été également démontré que la transmission de PD-L1 par des exosomes issus 

de CSCs de GBM est impliquée dans la résistance des cellules tumorales au TMZ (Zheng et 

al., 2021). Ces résultats montrent l’importance de la transmission exosomale de PD-L1 dans 

l’extinction de la réponse immune et la progression tumorale.  

p75NTR a été retrouvé dans les exosomes (Pinet et al., 2016) ainsi que les autres 

récepteurs aux neurotrophines (Trks et Sort1). La présence de ces protéines et leur 

transmission via ces exosomes ont été décrites comme promotrices de l’agressivité tumorale 

(Pinet et al., 2016).  

L’ensemble des résultats de la littérature concourent à relier PD-L1 et p75NTR à 

l’agressivité tumorale. Ces protéines se retrouvent en lien avec les processus de résistance, 

de prolifération et d’immunotolérance, critiques dans le processus de développement 

tumoral. En plus de leur lien transcriptomique dans le mélanome, un intérêt supplémentaire 

s’est porté sur leur libération au sein du milieu extracellulaire par le biais d’exosome. 

1.4. Les exosomes (biogenèse et impact) 

Les exosomes sont des vésicules extracellulaires de communication entre les 

cellules. Ces vésicules délimitées par une double membrane lipidique vont contenir de 

nombreux types de molécules : protéines, lipides, acides nucléiques et sucres. L’émission et 

la capture de ces exosomes font partie des mécanismes détournés par la machinerie 

cancéreuse pour promouvoir la survie et le développement de la tumeur.  
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1.4.1. Définition et historique 

 La première preuve de l’existence de vésicules extracellulaire a été démontré pour 

des chondrocytes, relarguant des vésicules d’environ 100 nm dans le milieu. Mais leurs 

origines n’étant pas clairement définies, ces vésicules semblaient provenir d’un 

bourgeonnement membranaire. (Anderson, 1969; Bonucci, 1967). Parallèlement, fut 

identifiée la production de « poussière » plaquettaire, une émission sanguine de vésicules de 

taille similaire (Wolf, 1967).  

La première utilisation du terme exosome remonte à 1981, par la production 

spécifique de vésicules au sein d’une lignée de gliomes de rat C-6 et de neuroblastome de 

souris N-18 (Trams et al., 1981). Il fut également déterminé que les vésicules produites 

provenaient d’un mécanisme actif de tri de leurs constituants (sphingolipides et 

phospholipides insaturés) avant leur sécrétion. De par la variété de contenu et de taille (40 à 

1000 nm), il fut supposé que ces vésicules remplissaient une fonction physiologique, encore 

inconnue (Trams et al., 1981). C’est également à l’issue de cette étude, que ces vésicules 

furent appelées exosomes. La présence des exosomes fut ensuite retrouvée dans le milieu 

de nombreuses lignées cellulaires et les mécanismes sous-jacents commencèrent à être 

découverts, notamment la formation et la libération des exosomes. C’est ainsi que furent 

décrits les endosomes multivésiculés (ou corps multivésiculaires ou MVBs), organites formés 

à partir d’endosomes précoces. Ils possèdent des vésicules intraluminales pouvant être 

relarguées dans le milieu extérieur par leur fusion avec la membrane plasmique (Harding et 

al., 1983; Pan and Johnstone, 1983). Après leur découverte in vitro, leur présence a été 

confirmée dans un cadre in vivo plus large, au sein des fluides physiologiques, laissant 

Figure 31 : Schéma de la composition hétérogène des exosomes 

Les exosomes ont une taille et une composition hétérogènes avec des complexes protéiques 

membranaires. Bien que leur composition soit variable, ils sont tous être enrichis en tétraspanines, 

en molécules d’adhésion, en enzymes, ARN, ADN et en glycanes complexes. Est représentée sur 

ce schéma une liste non exhaustive de l’ensemble des cargos pouvant se retrouver au sein des 

exosomes. (Adaptée de Pegtel and Gould, 2019) 
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supposer un rôle et une production plus larges de ces vésicules. La présence d’exosomes a 

pu être confirmée au sein du sang, du LCR, de l’urine, du mucus, du liquide séminal et du lait 

(Admyre et al., 2007, 2003; Chiasserini et al., 2014; Gatti et al., 2005; Gonzales et al., 2010; 

Sharma et al., 2010). Il a été également démontré que la production d’exosomes est 

ubiquitaire au sein du vivant, confirmant l’importance de leur production (Deatherage and 

Cookson, 2012; Robinson et al., 2016; Schorey et al., 2015). Par la suite de nombreuses 

études ont permis d’affiner nos connaissances sur les exosomes, à savoir : 

- ils proviennent d’un bourgeonnement de la membrane plasmique ou d’une 

membrane endosomale (Anderson, 1969; Bianchi et al., 2014; Harding et al., 

1984; Pan and Johnstone, 1983) ; 

- ils permettent une communication intercellulaire par le transport de 

macromolécules (Arienti et al., 1997; Frenette and Sullivan, 2001) ; 

- ils se forment au sein d’un mécanisme de sélection actif, des protéines 

notamment (Harding et al., 1983; Pan and Johnstone, 1983) ;  

- ils interviennent dans des processus physiolgiques et physiopathologiques 

(Bakhshian Nik et al., 2017; Melki et al., 2017). 

Les exosomes et les vésicules extracellulaires furent alors définis par consensus au 

sein des MISEV2018 (Théry et al., 2018). Les vésicules extracellulaires sont définies comme 

étant des particules pourvues d’une double membrane lipidique et d’un diamètre d’ordre 

nanométrique. Elles sont dépourvues de toute fonction réplicative et d’organites internes 

mais présentent néanmoins des activités enzymatiques aux niveaux luminal et membranaire. 

Enfin, ces vésicules sont émises naturellement par l’ensemble des cellules de l’organisme 

(Théry et al., 2018). Au sein de ce groupe, se détache une nomenclature issue des 

différentes tailles de ces vésicules.  On retrouve les petites vésicules extracellulaires ou 

sEVs, d’un diamètre inférieur à  200 nm et les grandes vésicules extracellulaires ou lEVs, au 

diamètre supérieur à 200 nm (Théry et al., 2018). Les exosomes font donc parties des 

petites vésicules extracellulaires, avec un diamètre compris entre 30 et 200 nm et une 

densité comprise entre 1,1 et 1,2 g/mL (Arraud et al., 2014; Pegtel and Gould, 2019; Raposo 

et al., 1996). Néanmoins, un des critères définissant les exosomes est celui des voies de 

biosynthèse, qui leur sont propres.  

1.4.2. Les voies de biogenèse des exosomes 

La majorité des exosomes vont provenir de la voie de biosynthèse des corps 

multivésiculaires (MVB), formant des vésicules intraluminales (ILVs). 
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1.4.2.1. Formation des corps multivésiculaires (MVB) 

 Les MVBs se forment par endocytose de la membrane plasmique. Ce processus est 

également décrit comme étant impliqué dans la fluidité membranaire, l’internalisation de 

complexe ligand-récepteur et l’internalisation et le recyclage de composants membranaires 

(Gould and Lippincott-Schwartz, 2009; Klumperman and Raposo, 2014). Par ce processus, 

la cellule va former des endosomes précoces qui seront, par la suite, orientés vers 

différentes voies dépendantes des stimuli externes et des besoins de la cellule. Les 

endosomes vont passer par des étapes de maturation, grâce aux échanges entre la 

membrane cellulaire et les divers compartiments intracellulaires, pour donner des 

endosomes tardifs. Si les protéines membranaires ou le contenu de l'endosome précoce 

sont destinés à la dégradation, il y a  fusion avec un lysosome pour former un endolysosome 

(Luzio et al., 2010). L’endosome tardif peut également se transformer en MVB, par le biais 

d’invaginations de sa membrane formant des ILVs.  

Ce processus d’invagination va se faire par le biais d’une sélection membranaire et 

cytosolique des contenus d’intérêt (Jaiswal et al., 2002; Mathivanan and Simpson, 2009; 

Raposo et al., 1996). C’est à ce stade que des protéines vont, par la plasticité membranaire 

et les échanges entre les organites, se retrouver dans les MVBs puis dans les ILVs, au fil de 

leur maturation. Ces protéines, caractéristiques des processus de maturation et finissant 

dans les exosomes, vont constituer des marqueurs protéiques permettant d’identifier ces 

Figure 32 : Production des MVBs et libération des exosomes 

Les vésicules d’endocytose vont bourgeonner à partir de la membrane plasmique pour former des 

endosomes précoces. En devenant matures les endosomes précoces vont devenir des endosomes 

tardifs, lesquels vont subir un bourgeonnement interne pour donner des corps multivésiculés (MVBs). 

Ces MVBs peuvent ensuite fusionner avec des lysosomes pour dégrader leur contenu ou bien 

fusionner avec la membrane pour libérer les exosomes. En parallèle, la formation des microvésicules 

est possible par le bourgeonnement direct de la membrane plasmique. (Adaptée de Raposo and 

Stoorvogel, 2019) 
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vésicules par la suite. A ce stade, se retrouvent comme marqueurs la tétraspanine CD63 et 

les marqueurs lysosomaux LAMP1 et LAMP2 (Jaiswal et al., 2002; Raposo et al., 1996). 

C’est la disparité des protéines internalisées au sein des endosomes précoces qui serait à 

l’origine de la large diversité des population de MVBs (Vidal and Stahl, 1993). C’est cette 

diversité qui explique qu’il ne peut exister des marqueurs consensus de ces vésicules. Ainsi, 

la formation, l’adressage des MVBs et la fusion des vésicules avec la membrane plasmique 

sont permis par un ensemble de protéines regroupées au sein des complexes ESCRTs 

notamment. Ces MVBs vont suivre des processus variés, dépendants des contenus 

vésicaux et du type cellulaire (Keller et al., 2006). 

1.4.2.2. Rôle des complexes ESCRT 

Les complexes ESCRTs (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) 

permettent la formation des ILVs, avec la sélection de protéines et leur devenir au sein de la 

cellule, via les 4 complexes ESCRT-0 à -III (Juan and Fürthauer, 2018). A l’initiation, se 

retrouvent l’ubiquitination des protéines d’intérêt qui vont permettre le recrutement des 

premières protéines du complexe et la formation des futures ILVs (Hanson and Cashikar, 

2012; Migliano and Teis, 2018; Schmidt and Teis, 2012).  

Le complexe ESCRT-0 est le premier complexe à se mettre en place pour permettre 

la formation des MVBs. Les protéines monoubiquitinylées vont permettre le recrutement des 

protéines HRS (Hepatocyte growth factor-Regulated Tyrosine kinase Substrate ou Vps27) et 

Figure 33 : Rôle du complexe ESCRT dans la sélection du cargo et la formation des exosomes 

Le complexe ESCRT-0 (brun) va initier la formation des MVBs (corps multivésiculés) en se liant à la PI3P 

et en regroupant les protéines membranaires ubiquitinylées par ses domaines de liaisons à l’ubiquitine. 

Le complexe ESCRT-I (vert) est recruté par ESCRT-0 (via Vps27) et se lie également au cargo 

protéique. Le complexe ESCRT-II (bleu) interagit par le domaine Glue de Vps36 avec ESCRT-I, PI3P et 

le cargo. La sous-unité Vps25 de ESCRT-II sert de point de nucléation pour l’assemblage du complexe 

filamentaire ESCTR-III (jaune et orange), qui permettra l’internalisation du cargo et le bourgeonnement 

de la vésicule intraluminale. (Adaptée de Schmidt and Teis, 2012) 
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de la protéine STAM-1/2 (Signal Transducing Adapter Molecule-1/2 ou Hse) (Hurley, 2010; 

McCullough et al., 2018; Mosesso et al., 2019; Schmidt and Teis, 2012). L’initiation de cette 

formation va se faire par le biais de la fixation de HRS sur les motifs ubiquitine des protéines 

par ses domaines UIM (Ubiquitin Interaction Motifs) (Norris and Grant, 2020). La protéine 

HRS va également se fixer sur le PIP3 (Phosphatidylinositol-3-phosphate) via Tsg101 et sur 

la clathrine pour permettre la cohérence de l’ensemble (Bache et al., 2003; Katzmann et al., 

2003; Norris and Grant, 2020). Les deux protéines HRS et STAM-1/2 vont former le 

complexe d’initiation ESCRT-0, qui permettra de recruter le prochain complexe ESCRT-I. 

Le complexe ESCRT-I, le premier découvert, se compose de 4 protéines (Tsg101, 

Vps28, Vps37 et MVB12) (Flower et al., 2020; Katzmann et al., 2003; Kostelansky et al., 

2007). Il va être initié par la présence de Tsg101 immobilisé à la membrane par HRS (Norris 

and Grant, 2020; Schmidt and Teis, 2012). Le complexe, une fois formé sur le précédent 

complexe, permet de reconnaître et de sélectionner les protéines ubiquitinylées et 

notamment d’induire la formation des ILVs par Tsg101. Il permet également de recruter la 

protéine UBAP-1 pour la maturation des MVBs (Hanson and Cashikar, 2012; Norris and 

Grant, 2020; Schmidt and Teis, 2012). Autour de ce complexe, la protéine Alix va permettre 

de recruter les complexes ESCRT suivants, par une suite de recrutements protéiques (Babst 

et al., 2002b, 2002a; Falguières et al., 2008). 

Le complexe ESCRT-II est un hétérotétramère composé d’un dimère Vps36 / Vps22 

lié à un dimère Vps25. Ce complexe se fixe aux protéines ubiquitinylées par les protéines 

Vps36 (ou EAP45 / ELL-Associated protein of 45 kDa) par son domaine Glue et Vps22 (ou 

SNF8) (Hurley and Hanson, 2010; Teis et al., 2010; Teo et al., 2004). L’ancrage du 

complexe va se faire principalement avec le domaine Glue de la protéine Vps36, qui va lier 

la protéine Vps28 du complexe ESCRT-I et le PI3P de la membrane endosomale (Frankel 

and Audhya, 2018; Gatta and Carlton, 2019; Schmidt and Teis, 2012). La présence du 

complexe au niveau de la membrane va permettre l’invagination de la membrane et donc le 

formation des ILVs au sein des endosomes tardifs (Babst et al., 2002b). 
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Le complexe ESCRT-III va finaliser la formation des vésicules luminales, à partir de la 

base protéique des complexes précédents. Ce complexe va regrouper 4 protéines 

différentes : Vps2 (CHAMP2), Vps24 (CHAMP3), Vps32 (Snf7 ou CHAMP4) et Vps20 

(CHAMP6). L’initiation de ce complexe va se faire par la liaison de protéines Vps20 sur les 

sous-unités Vps25 du complexe ESCRT-II. Ainsi, le complexe va former des filaments par 

l’ajout des autres protéines du complexe (Vps2, Vps24 et Vps32) (Chiaruttini and Roux, 

2017; Teis et al., 2010). Lorsque les filaments se forment autour de l’invagination 

membranaire, des désubiquitinases vont être recrutées pour agir sur les protéines 

sélectionnées. La perte d’ubiquitine va provoquer un changement de conformation induisant 

une dissociation des complexes (Rusten et al., 2011). Afin de libérer les vésicules au sein du 

MVB, le complexe ESCRT-III va permettre de recruter un dernier complexe de protéines 

Vps4, par les sous-unités Vps2 et Vps24. Ces protéines vont agir comme des ATPases de la 

famille des AAA-ATPase, permettant la libération totales des complexes ESCRTs et des 

ILVs au sein du MVB (Alonso Y Adell et al., 2016; McCullough et al., 2018).  

Néanmoins, la formation des MVBs peut se faire par des mécanismes ESCRT-

indépendants. 

Figure 34 : Rôle du complexe ESCRT-III et Vps4 dans la scission membranaire des ILVs 

Les sous-unités de ESCRT-III Vps24 et Vps2 terminent l’assemblage des filaments ESCRT-III 

(orange) à la surface endosomale. Les sous-unités Vps2, Did2, Ist1 et Vps60 vont permettre de 

recruter l’AAA-ATPase Vps4 et son co-facteur Vta1. Une fois assemblé, le complexe Vps4 (rose) 

permet le désassemblage des filaments ESCRT-III par la consommation d’ATP. Ce désassemblage 

va permettre la formation des vésicules intraluminales (ILV) au sein des corps multivésiculés. 

(Adaptée de Schmidt and Teis, 2012) 
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1.4.2.3. La voie exosomale des tétraspanines 

Une des voies de formation des MVBs implique des tétraspanines, protéines 

membranaires retrouvées en fortes concentrations au sein des vésicules extracellulaires. Il 

est notamment reconnu que leurs enrichissements spécifiques au sein des vésicules 

extracellulaires en font des marqueurs fréquemment utilisés pour leur identification. Parmi 

les 33 protéines de cette familles, CD9, CD63 et CD81 sont les plus observées et les plus 

souvent associées comme marqueurs des vésicules extracellulaires (Buschow et al., 2009; 

Chairoungdua et al., 2010; Theos et al., 2006; van Niel et al., 2011).  

 

Les tétraspanines vont, au sein des endosomes, s’associer avec d’autres protéines 

membranaires pour former des microdomaines, en association au cholestérol et à l’actine 

(Buschow et al., 2009; Chairoungdua et al., 2010; Delaguillaumie et al., 2004; Zimmerman et 

al., 2016). Ces microdomaines entraînent ensuite l’invagination de la membrane et leur 

internalisation luminale (Hemler, 2003). De manière générale, il a été démontré l’importance 

des tétraspanines dans le bon adressage des protéines au sein des ILVs (Buschow et al., 

2009). Dans les endosomes précoces, le CMH-II ubiquitiné est internalisé et adressé au 

Figure 35 : Implication des tétraspanines dans la formation et le rôle des exosomes 

Les tétraspanines ont la capacité d’interagir avec différents types de récepteurs et de molécules de 

signalisation à la membrane, formant des domaines enrichis en tétraspanines. Ces domaines vont agir 

au niveau de la biogenèse des exosomes (A), la sélection du cargo protéique et des miRs exosomaux 

(B), la fixation et récupération des exosomes (C) et la capacité des exosomes à effectuer une 

présentation antigénique (D). (Adaptée de Andreu and Yáñez-Mó, 2014) 
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lysosome via sa liaison au CD9. Mais dans des contextes cellulaires particuliers tels que des 

cellules dendritiques activées, le CMH-II permet avec les tétraspanines l’invagination de la 

membrane endosomale et la création d’ILVs (Segura et al., 2005). CD63 peut également 

intervenir dans le processus de formation de ces vésicules, notamment sur la protéine PMEL 

(van Niel et al., 2011). Une troisième tétraspanine CD81, peut, par sa structure conique se 

lier au cholestérol et entraîner l’internalisation des microdomaines dans lesquels elle se 

trouve concentrée au sein des endosomes. De plus, cette structure conique étant partagée 

avec les autres membres de la famille, il serait possible d’imaginer que ces processus soient 

possibles avec d’autres tétraspanines (Zimmerman et al., 2016). En plus d’intervenir dans la 

formation des ILVs, les tétraspanines peuvent interagir avec le trafic intracellulaire et donc 

dans le contrôle du contenu de ces vésicules (Odintsova et al., 2013). 

Ainsi, les tétraspanines, utilisées comme marqueurs des vésicules extracellulaires du 

fait de leur constante présence dans celles-ci, interviennent au sein des endosomes dans la 

formation des ILVs et la sélection de son contenu, indépendamment des complexes 

ESCRTs. 

1.4.2.4. La voie exosomale des céramides 

 Au sein de la membrane, les céramides sont des lipides possédant, tout comme les 

tétraspanines, une structure conique. Celle-ci leur permet de provoquer, par son 

accumulation, une torsion de la membrane endosomale, son internalisation et la formation 

des ILVs de manière ESCRT-indépendante (Verderio et al., 2018). Si la voie exosomale des 

céramides est rarement prédominante dans la plupart des types cellulaires, elle apparaît 

comme indispensable pour la formation des exosomes au sein des oligodendrocytes 

(Trajkovic et al., 2008). De plus, les lipides ont été démontrés comme régulant le contenu 

des vésicules luminales par le biais de la formation des rafts lipidiques, notamment par la 

présence de glycophospholipides et des flotilines 1 et 2 (Phuyal et al., 2014).  

Figure 36 : Biogenèse des exosomes 

La formation des vésicules intraluminales (ILV) peut se faire de manière dépendante ou indépendante 

des complexes ESCRT, mais certaines étapes leur sont communes. Tout d’abord, les lipides et les 

protéines membranaires vont se regrouper et former des régions atypiques au sein de la membrane 

endosomale (étape 1). Les domaines formés vont permettre de recruter divers partenaires protéiques 

solubles qui vont se retrouver au sein des futurs exosomes (étape 2). Ensemble, ces complexes vont 

promouvoir la formation de machineries cellulaires induisant l’internalisation et la formation des ILVs 

(étape 3). (Adaptée de Van Niel et al., 2018) 
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1.4.2.5. L’oligomérisation des protéines dans la biogenèse 

Il existe également une voie de synthèse des exosomes impliquant les protéines 

elles-mêmes, par formation d’agrégats. S’ils peuvent permettre de ralentir voire d’empêcher 

la dégradation lysosomale, les agrégats protéiques peuvent détourner les endosomes 

impliqués vers la voie de formation des MVBs (Muntasell et al., 2007). Au sein des LB, il a 

été démontré que des agrégats de complexes CMH-II / peptide antigénique vont entraîner 

les endosomes dans lesquels on les retrouve vers la voie des MVBs (Muntasell et al., 2007). 

Un mécanisme comparable a été observé avec CD43 au sein des LT et la transferrine dans 

les érythrocytes (Howitt and Hill, 2016; Lim and Lee, 2017; Shen et al., 2011; Vidal et al., 

1997). Si ces processus ont été démontrés dans plusieurs types cellulaires, les mécanismes 

sous-jacents de cette voie ne sont pas encore entièrement connus. 

Toutes ces voies de biogenèse des ILVs et donc des exosomes ESCRT-

dépendantes et ESCRT-indépendantes ne sont pas mutuellement exclusives mais forment 

une synergie, favorisant la diversité des exosomes produits par les cellules. Que ce soit par 

la diversité des types cellulaires ou par les différents stimuli reçus, ces voies vont permettre 

de produire les différents types d’exosomes nécessaires à la l’homéostasie cellulaire ou 

individuelle (Maas et al., 2017). 

1.4.3. La composition des exosomes 

Au cours de leur biogenèse au sein des MVB, de nombreux acteurs vont permettre 

de sélectionner le contenu des exosomes, parmi lesquels se retrouvent des protéines, des 

lipides et des acides nucléiques qui seront transportés vers les cellules cibles. 

Il existe à l’heure actuelle plusieurs bases de données permettant de connaître la 

composition moléculaire d’exosomes produits par différentes lignées cellulaires. Deux bases 

de données majeures sont à noter : Exocarta (http://exocarta.org/) et Vesiclepedia 

(http://www.microvesicles.org/) (Keerthikumar et al., 2016; Pathan et al., 2019). 

1.4.3.1. La composition protéique des exosomes 

Le contenu protéique des exosomes varie selon leur processus de biogenèse, le type 

cellulaire observé et les stimuli reçus par les cellules productrices (Raposo et al., 1997, 

1996; van Niel et al., 2006a; Zitvogel et al., 1998). A cause de la multiplicité des cas 

possibles, il est seulement possible de déterminer des contenus protéiques récurrents dans 

une grande majorité des cas. Ces protéines membranaires ou luminales vont le plus souvent 

se retrouver comme marqueurs exosomaux (Théry et al., 2002). On retrouve parmi ceux-ci : 

- les tétraspanines comme CD9, CD63, CD81 ; 

- des protéines de la biogenèse des exosomes comme Tsg101 et Alix ; 

- des protéines du cytosquelette (actine, myosine, tubuline, …) ; 

- des protéines d’adhésion telle que l’intégrine ; 

- des protéines du raft lipidique comme les flotilines (Street et al., 2012) ; 

- des protéines chaperonnes comme l’HSP70, l’HSP90 ; 

http://exocarta.org/
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- des protéines de signalisation ; 

- des protéines du métabolisme cellulaire ; 

- des protéines de la famille du CMH (CMH-I et CMH-II) (Lamparski et al., 2002) ; 

- des protéines du transport vésiculaire comme les Rab et les annexines. 

1.4.3.2. La composition en acide nucléique des exosomes 

En plus de protéines membranaires et luminales, il est possible de retrouver au sein 

des exosomes les différents acides nucléiques retrouvés dans les cellules productrices 

(ADN, ARNm, ARNt, ARNr, miR, …) (Kim et al., 2017; Schmid and Jensen, 2019; Thakur et 

al., 2014; J. Zhang et al., 2015). Il a été démontré que les exosomes pouvaient contenir près 

d’un millier d’ARNm et d’une centaine de miRs différents, à même d’induire les changements 

souhaités au sein des cellules cibles, tout comme les protéines transportées (Valadi et al., 

2007). C’est par ce biais que les cellules saines ou cancéreuses peuvent influencer leur 

microenvironnement, notamment en les concentrant dans ces exosomes (Hong et al., 2009). 

Les ARN non codants et principalement les miRs sont également enrichis dans ce 

compartiment pour favoriser la communication intercellulaire (Ohshima et al., 2010; Skog et 

al., 2008; J. Zhang et al., 2015). Des études ont démontré que, dans certains cas, le transfert 

des miRs peut induire la majorité des effets observés au sein des cellules ciblées par les 

exosomes, majoritairement dans le cadre tumoral (Sun et al., 2018; J. Zhang et al., 2015). 

Bien que moins documenté, le transfert d’ADN double brin par les exosomes a 

également été décrit dans le cadre tumoral, notamment du GBM (Balaj et al., 2011). L’ADN 

tumoral est transmis aux cellules environnantes et permet l’activation des voies de 

signalisation cellulaires pro-tumorales. L’intérêt de la dispersion de l’ADN tumoral dans la 

circulation générale permet la détection des mutations tumorales par simple biopsie liquide 

(Sharma and Johnson, 2020). 

L’intégration des acides nucléiques au sein des vésicules extracellulaires n’est pas 

encore entièrement comprise. (Valadi et al., 2007). Néanmoins, il semble que le complexe 

ESCRT-II interviendrait au cours du processus d’intégration des ARNs au sein des 

exosomes (Irion and St Johnston, 2007). 

1.4.3.3. La composition lipidique des exosomes 

Comme dit précédemment, le contenu lipidique des membranes peut influer sur la 

formation des exosomes et est au centre d’une voie indépendante des complexes ESCRTs. 

De plus, l’incorporation de certains lipides au sein des rafts lipidiques permet de jouer sur la 

composition des futurs exosomes. On retrouve donc des membranes enrichis en cholestérol, 

en triacylglycérols, en diacylglycérols en céramides, en glycérophospholipides et en 

sphingolipides (Skotland et al., 2019, 2017; Subra et al., 2007; Trajkovic et al., 2008; 

Wubbolts et al., 2003). A l’inverse, ces membranes vont être déplétées en cardiolipides et en 

acide lysobisphophatidique. Néanmoins, ces proportions semblent être également 

dépendantes des conditions cellulaires étudiées et des processus d’extraction de ces 

vésicules (Skotland et al., 2019, 2017). Il est toutefois important de noter que la composition 
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lipidique est proche de celle des rafts lipidiques, à l’origine des ILVs et leur permet de 

maintenir la cohérence membranaire au sein de l’organisme (de Gassart et al., 2003). 

1.4.4. Sécrétion et capture des exosomes 

Lorsque les futurs exosomes ont été produits au sein des MVBs, ceux-ci sont 

adressés à la membrane et libérés dans le milieu extracellulaire. Ces vésicules peuvent 

rester dans le microenvironnement proche des cellules ou atteindre des cellules plus 

éloignées par voie systémique. Celles-ci vont pouvoir se fixer aux cellules cibles pour être 

internalisées et permettre l’intégration du contenu vésiculaire. Ces mécanismes continus 

d’excrétion et de capture permettent une communication intercellulaire et contribuent au 

maintien de l’homéostasie de l’organisme.  

1.4.4.1. Les mécanismes de sécrétion des exosomes 

Une fois formés, les MVBs sont adressés à la membrane, par les systèmes de 

transports vésiculaires, puis vont fusionner avec la membrane et libérer les vésicules 

luminales. Ces mécanismes vont être soumis à des systèmes de régulation, permettant de 

moduler la sécrétion des vésicules en fonction des besoins cellulaires.  

Avant tout adressage à la membrane, il est nécessaire de protéger le MVB des 

fusions lysosomales, par le contrôle protéique de la balance sécrétion / dégradation. Le 

déséquilibre de cette balance a été démontré comme déterminant dans la déclaration de 

maladies neurodégénératives, bloquant la dégradation et adressant les MVBs à la 

membrane (Alvarez-Erviti et al., 2011; Eitan et al., 2016). De nombreux facteurs sont 

impliqués dans le blocage de la dégradation lysosomale. L’inhibition de la pompe V-ATPase 

endosomale permet d’augmenter le relargage des exosomes par la cellule (Edgar et al., 

2016; Villarroya-Beltri et al., 2016). En parallèle, d’autres protéines vont permettre d’adresser 

directement les MVBs à la membrane. La protéine Alix, avec l’intermédiaire du syndécan et 

de la synténine, permet aux MVBs d’être orienté vers cette voie (Baietti et al., 2012; Willms 

et al., 2016). Également impliqué dans la formation des MVBs, le CMH-II non ubiquitiné 

conduit vers la sécrétion, à l’inverse du CMH-II ubiquitiné (Buschow et al., 2009; van Niel et 

al., 2006b). En plus de la voie lysosomale, les MVBs ne doivent pas être adressés vers la 

macroautophagie (dégradation des organites cellulaires). Ainsi, la protéine prion PrP avec la 

cavéoline permet d’empêcher la dégradation des MVBs par cette voie (Dias et al., 2016; 

Papandreou and Tavernarakis, 2017). Si la cellule doit contrôler la sécrétion et la 

dégradation endosomale, les mécanismes sous-jacents et les protéines impliquées sont 

encore largement méconnus. 

Une fois correctement adressés, les MVBs doivent être déplacés vers la membrane à 

l’aide du cytosquelette et de ses protéines associées (Bonifacino and Glick, 2004; Cai et al., 

2007). Les protéines Rab vont permettre de mener les  MVBs vers la membrane, notamment 

Rab7 (Möbius et al., 2003; Rocha et al., 2009; Song et al., 2016). Ces petites GTPases 

monomériques de la famille Ras vont permettre de lier les organites avec le cytosquelette 

pour permettre leur déplacement dans le cytosol. Les protéines Rab27b et Rab27a 

permettent respectivement la mobilité des MVBs vers la membrane et leur ancrage à celle-ci. 

Les deux formes vont agir de concert pour permettre la fusion entre les MVBs et la 
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membrane, notamment par l’action de Rab27a sur l’actine (Ostrowski et al., 2010; Sinha et 

al., 2016). D’autres membres de la famille des Rab dont les expressions varient selon le type 

cellulaire sont également impliqués (Hsu et al., 2010; Savina et al., 2003). La surexpression 

de Rab35 est associée à la stimulation de l’ancrage des MVBs à la membrane et donc à la 

libération des exosomes dans le milieu extracellulaire (Hsu et al., 2010).  

 La fusion avec la membrane plasmique est l’étape ultime de libération des 

exosomes. Une fois les MVBs ancrés à la membrane, la fusion va être possible par le biais 

du complexe SNARE notamment (Jahn and Scheller, 2006). La variété des protéines 

impliquées dans la fusion dépend elle-aussi de la diversité des MVBs et des cellules 

observées (Koles and Budnik, 2012; Wei et al., 2017). De plus, la présence de Ca2+ est un 

élément essentiel à la formation de ce complexe, retrouvé dans tous les cas (Fauré et al., 

2006; Raposo et al., 1997; Savina et al., 2005). Cependant, le mécanisme de sécrétion des 

exosomes n’est pour le moment pas entièrement connu. 

Figure 37 : Devenir des MVBs, trafic intracellulaire et production de vésicules extracellulaires 

La production des vésicules extracellulaires nécessite l’utilisation du trafic intracellulaire pour le 

devenir des corps multivésiculés (MVBs). Les cargos ciblés vers les MVBs proviennent de 

l’endocytose membranaire ou du réseau trans-golgien (TGN). Les échanges entre la membrane et le 

TGN vont permettre de faire le tri des protéines des vésicules intraluminales (ILVs). Le contrôle de ces 

trafics intracellulaires va pouvoir se faire via les protéines Rab GTPases. Après maturation, les MVBs, 

en équilibre avec les voies de dégradation au lysosome, vont pouvoir être entrainés vers la membrane 

par le réseau de microtubules. Une fois en juxtamembranaire, les MVBs vont s’accrocher et fusionner 

avec la membranaire, à l’aide du complexe SNARE, de l’actine et des Rabs. (Adaptée de Van Niel et 

al., 2018) 
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Une fois libérés dans le milieu, les exosomes vont pouvoir agir sur les cellules 

environnantes ou sur des cellules plus lointaines via leur dissémination par vois systémique. 

1.4.4.2. Les mécanismes de capture des exosomes 

Une fois les cellule cibles atteintes, les exosomes vont devoir s’ancrer à la membrane 

avant de pourvoir être internalisés. De par la grande diversité des exosomes et des cellules 

cibles, les mécanismes impliqués ne sont pas totalement élucidés (Mulcahy et al., 2014).  

En premier lieu, les exosomes doivent se lier à leurs cibles donc avoir une affinité 

suffisante pour les protéines membranaires. Cette affinité est permise par la présence de 

protéines spécifiques de la membrane exosomale, reconnaissant les protéines 

membranaires de la cellule cible (Chivet et al., 2014; Denzer et al., 2000; Hoshino et al., 

2015; Mallegol et al., 2007; Nolte-’t Hoen et al., 2009). Parmi ces protéines, figurent les 

tétraspanines, les intégrines, les lectines mais interviennent également des lipides, des 

protéoglycanes à héparane sulfate et d’autres constituants de la matrice extracellulaire. Les 

intégrines agissent avec des protéines d’adhésion (CAMs) et des protéines de la matrice 

(fibronectine, laminine) pour guider les exosomes vers la cellule d’intérêt (Leiss et al., 2008; 

Morelli et al., 2004; Purushothaman et al., 2016; Sung et al., 2015). Les tétraspanines 

interagissent également avec les intégrines pour provoquer l’adhésion des exosomes à la 

cellule cible (Nazarenko et al., 2010; Rana et al., 2012, 2011). Il est à noter également 

l’intervention des glypicane 1 et de CD44 pour l’adhésion (Melo et al., 2015). Au niveau 

lipidique, les phosphatidylsérines vont interagir avec les protéines de la cellule cible (Barrès 

et al., 2010; Frey and Gaipl, 2011; Morelli et al., 2004). 

Pour permettre l’intégration du signal au sein de la cellule, les exosomes vont 

mobiliser de nouveaux mécanismes, clathrine-dépendants et clathrine-indépendants (Denzer 

et al., 2000; Feng et al., 2010; Kamerkar et al., 2017; Laulagnier et al., 2018; Nakase et al., 

2015; T. Tian et al., 2014; Vargas et al., 2014). De manière clathrine-indépendante, sont 

mobilisés les mécanismes de macropinocytose (endocytose aspécifique), de phagocytose et 

d’endocytose. La mobilisation des voies dépende notamment de la taille et du nombre 

d’exosomes fixés à la membrane (Feng et al., 2010). La composition moléculaire des 

vésicules va également conditionner les voies d’internalisation utilisées. Par exemple, la forte 

présence de CD47 sur la membrane des vésicules empêche leur dégradation par 

phagocytose (Kamerkar et al., 2017). La présence de filipodes ou de raft lipidiques sur les 

cellules peuvent favoriser la récupération des vésicules (Escrevente et al., 2011; 

Heusermann et al., 2016). Une fois internalisées, les vésicules peuvent suivre une voie de 

dégradation par un adressage au lysosome (Chen et al., 2016; Tian et al., 2010). L’ensemble 

des mécanismes régulant le devenir des exosomes vont se situer entre dégradation et 

intégration des cargos vésiculaires et débutent dès l’étape de fixation des exosomes. 

L’intégration des vésicules et de leurs contenus peut se faire après l’endocytose, dans 

l’endosome obtenu. Les vésicules peuvent fusionner avec la membrane endosomale pour 

libérer leurs contenus ou directement fusionner avec la membrane plasmique (Bissig and 

Gruenberg, 2014). Une fois la fusion avec l’une ou l’autre des membranes, les constituants 

membranaires des exosomes (protéines et lipides) vont intégrer ceux de la cellule et agir sur 

la signalisation intracellulaire (Record et al., 2014). A l’inverse, il est possible que les 
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exosomes intégrés dans les endosomes soient relargués par la cellule cible (Heusermann et 

al., 2016). Néanmoins, les processus à l’origine de ces mécanismes de récupération des 

exosomes sont encore mal connus.  

Il est possible dans certains cas que la simple fixation des exosomes à la membrane 

cellulaire suffise à stimuler la cellule. Pour exemple, la fixation d’exosomes de LB ou de CPA 

induit une activation des LT  (Raposo et al., 1996; Zitvogel et al., 1998). Ces mêmes 

exosomes internalisés peuvent activer les cellules par leur contenu, en réutilisant les 

peptides antigéniques dans les protéines du CMH (Mallegol et al., 2007; Morelli et al., 2004). 

Néanmoins, la majeure partie des réactions induites par les exosomes se font par le biais de 

leur contenu et non de leurs présences elle-même. 

1.4.5. Les fonctions physiologiques des exosomes 

Les exosomes, étant un moyen de communication intercellulaire, sont impliqués dans 

de nombreuses fonctions physiologiques. Entre les cellules immunitaires, les exosomes vont 

jouer le rôle de présentation d’antigène en permettant la présentation et la formation du 

complexe CMH / peptide antigénique (Bobrie et al., 2011; Chaput and Théry, 2011). Dans le 

SNC, les exosomes induisent la régénération, la réparation et la plasticité neurales (Bakhti et 

al., 2011; Fauré et al., 2006; Krämer-Albers et al., 2007; Lachenal et al., 2011; Wang et al., 

2011). Au sein du système reproducteur mâle, ils sont impliqués dans la mise en place de la 

Figure 38 : Capture et devenir des vésicules extracellulaires 

Dans la cellule cible, les vésicules extracellulaires exogènes vont s’attacher à la membrane 

plasmique. Dépendant de la cellule cible, le devenir des vésicules va se faire au travers de différentes 

voies de signalisations. Les vésicules vont ensuite subir différents types d’internalisations. Par la voie 

canonique, les vésicules vont se retrouver dans des corps multivésiculés (MVB), où les exosomes 

vont se retrouver avec des vésicules intraluminales endogènes. Ces constructions vont pouvoir soit 

être adressées aux lysosomes pour dégradation, soit les exosomes peuvent fusionner avec le MVB 

endogène ou la membrane plasmique pour libérer leur contenu. (Adaptée de Van Niel et al., 2018) 
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spermatogenèse, du contexte immunitaire des spermatozoïdes, voire même un frein au 

développement précoce du VIH (Madison et al., 2015; Sullivan et al., 2005; Vojtech et al., 

2014; Welch et al., 2018, 2017). Cet effet immunitaire des exosomes se retrouve durant la 

grossesse, où ils seront porteurs d’une résistance infectieuse ; cette résistance se poursuit 

par leur transfert au sein du lait maternel (Admyre et al., 2007; Delorme-Axford et al., 2013; 

Foster et al., 2016).  

 Les exosomes vont avoir un effet pro-angiogénique, notamment au sein des LT. 

Après activation des LTs et leur retour dans la circulation systémique, ces derniers vont 

produire des exosomes CD47+. Ces derniers vont agir sur les cellules endothéliales puis 

provoquer leur prolifération, entraînant le développement des vaisseaux sanguins (Kaur et 

al., 2014). Les mêmes effets ont été retrouvés par le transfert de certains miRs (miR210, 

miR126, miR132, miR21) de cellules mésenchymateuses, stimulant la prolifération et la 

différenciation des cellules endothéliales (Chen et al., 2010; Ma et al., 2018; Yoo et al., 

2012). 

Figure 39 : Fonctions biologiques des exosomes 

Les exosomes vont avoir de multiples fonctions au sein de l’organisme, telles que la régénération 

tissulaire, la distribution au sein de cellules plus ou moins éloignées de nombreux types de molécules 

possibles, pouvant influencer la physiologie des cellules cibles. Elles vont dans un cadre pathologique 

remplir un but thérapeutique, abolir la reconnaissance immunitaire de la tumeur, permettre un suivi 

pathologique par leurs utilisations comme biomarqueurs, voire constituer des cibles thérapeutiques. 

(Adaptée de Gurunathan et al., 2019) 
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Les exosomes peuvent également réguler l’induction de l’apoptose dans les cellules 

cibles (Gregory and Pound, 2010). Les exosomes sécrétées par les cellules apoptotiques 

induisent l’apoptose des cellules environnantes (Atkin-Smith et al., 2015; Atkin-Smith and 

Poon, 2017; Caruso and Poon, 2018). Les cellules stromales peuvent, en condition de 

stress, produire des exosomes susceptibles d’induire soit la prolifération, soit l’apoptose 

(Vallabhaneni et al., 2016).  

De manière générale, les exosomes peuvent stimuler des voies de signalisation de 

prolifération ou de différenciation au niveau des cellules cibles (H Rashed et al., 2017; Maia 

et al., 2018). Dans le cadre des cellules souches, ces stimuli peuvent induire une 

différenciation. Des exosomes pro-ostéogéniques ou monocytaires peuvent stimuler la 

différenciation de cellules souches mésenchymateuses, par le transfert de diverses protéines 

ou de miRs (Cui et al., 2016; Ekström et al., 2013; Narayanan et al., 2016) ; des vésicules 

contenant du miR223, induisent la transformation des monocytes en macrophages (Ismail et 

al., 2013). Des exosomes endothéliaux sont capables d’induire, à partir des cellules 

musculaires ischémiques la différenciation des cellules progénitrices de la moelle osseuse 

en cellules endothéliales (Katsuda et al., 2013). Il est possible également d’observer le rôle 

des exosomes de cellules souches hématopoïétiques  dans l’orientation de la différenciation 

des cellules progénitrices de cette voie dans l’inhibition de la voie Notch, par l’échange du  

miR126(Liao et al., 2018). 

Un des rôles les plus étudiés est l’impact immunitaire des exosomes en infectiologie 

(Gehrmann et al., 2014; Kurywchak et al., 2018; Robbins and Morelli, 2014). Comme énoncé 

précédemment, les exosomes de CPA induisent l’activation des LT ciblés via le complexe 

CMH-II / peptide antigénique, réponse toutefois plus faible qu’avec les CPA (Raposo et al., 

1996; Vincent-Schneider et al., 2002; Zitvogel et al., 1998). L’effet des exosomes peut être 

une activation de la réponse immunitaire mais peut aussi être détourné par les agents 

infectieux et l’inhiber (Ahmadi Badi et al., 2017; Cheng and Schorey, 2013; Giri and Schorey, 

2008; Smythies and Smythies, 2014). Ainsi, bactéries ou parasites peuvent, par transfert 

d’ADN génomique ou de miRs, stimuler la réponse immunitaire innée (Montecalvo et al., 

2012; Nandakumar et al., 2019; Sisquella et al., 2017). C’est pour ces biais que les agents 

infectieux sont en mesure de stimuler leur immunotolérance et donc leur prolifération au sein 

de l’organisme (Crenshaw et al., 2018; Lenassi et al., 2010; Pegtel et al., 2010; 

Ramakrishnaiah et al., 2013; Sims et al., 2018). Dans un cadre physiologique, les exosomes 

échangées peuvent induire une polarisation de la réponse vers la réponse adaptative à 

médiation cellulaire (Ying et al., 2016). Au sein de ceux-ci, le transfert et l’action de PD-L1 et 

FasL via les exosomes vont induire cette polarisation (Abusamra et al., 2005; Andreola et al., 

2002; Chen et al., 2018; Ning et al., 2018; Poggio et al., 2019). C’est pour ces multiples 

effets que les exosomes sont considérés comme acteur de la réponse immunitaire et de la 

régulation de celle-ci (Wang et al., 2014). 

Plus largement et dans un contexte cellulaire diversifié, les exosomes sont capables 

de modifier le métabolisme des cellules cibles, dans un but d’adaptation des modifications du 

milieu extérieur. Les exosomes vont pouvoir indirectement agir sur le stockage énergétique, 

la régulation métabolique et la consommation énergétique. Ces effets ont été démontrés 

dans les cellules hépatiques, adipeuses, pancréatiques et musculaires squelettiques (Guay 
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and Regazzi, 2017). Il s’agit notamment d’un moyen pour les cellules tumorales de s’adapter 

pour survivre (Chitti et al., 2018). 

Étant donnée leur potentiel d’implication dans de nombreux processus 

physiologiques, ces vésicules seront détournées au sein de nombreuses pathologies. Parmi 

celles-ci, on retrouve les maladies neurodégénératives et le transfert d’agrégats protéiques 

(Alvarez-Llamas et al., 2008; Simpson et al., 2009). Mais c’est surtout dans le cancer que le 

détournement de la machinerie exosomale a été étudié, comme pouvant promouvoir la 

survie et la prolifération de la tumeur. 

1.4.6. L’implication des exosomes dans le cancer et le glioblastome 

Le détournement des fonctions contrôlées par les exosomes permet le 

développement et la prolifération des cellules tumorales (Hanahan and Weinberg, 2011). Les 

exosomes vont ainsi être reliés à la croissance tumorale, la formation de métastase, la 

résistance aux thérapies et l’apparition des syndromes paranéoplasiques, notamment en 

détournant l’ensemble des mécanismes décrits précédemment.  

Il a été démontré que les exosomes peuvent être à l’origine des processus 

néoplasiques ou promouvoir le développement de la tumeur. Par exemple, il a été observé 

que des exosomes de cellules tumorales pancréatiques peuvent induire la tumorigenèse de 

fibroblastes embryonnaires murins (Stefanius et al., 2019). De même, les exosomes 

tumoraux issus de tumeurs mammaires ou prostatiques peuvent induire la tumorigenèse des 

cellules adipocytaires par la transmission de miRs (miR-125b, miR-130, miR-155) et des 

ARNm de HRas et KRas (Abd Elmageed et al., 2014; Melo et al., 2014). Cependant, les 

mécanismes de mise en place des processus néoplasiques au travers des échanges 

exosomaux entre cellules tumorales et cellules environnantes saines ne sont pas totalement 

connus. 
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 Les exosomes tumoraux peuvent également transformer les cellules tumorales en 

favorisant leur transformation, par la TEM notamment. Ainsi, le transfert exosomal du miR-

200 dans une tumeur de cancer du sein peut entraîner la TEM de ces cellules et la formation 

de métastases (Le et al., 2014). Si les exosomes peuvent agir directement sur la 

transformation des cellules tumorales, ils peuvent agir indirectement sur la mise en place 

d’un environnement favorable sur les cellules saines. Par exemple, des exosomes TGF-β+ 

vont pouvoir activer des fibroblastes et créer un environnement prône à la formation de 

métastases par l’augmentation de l’expression de l’αSMA et du FGF2 (Webber et al., 2010). 

Ces effets peuvent être tissus- ou organes-spécifiques afin de permettre la survenue ciblée 

de métastases. Ainsi, la production d’exosomes de tumeurs gastriques EGFR+ agit sur les 

cellules hépatiques afin de promouvoir les métastases via la production d’HGF (Zhang et al., 

2017). Les effets des exosomes ne se limitent à l’action de protéines mais reposent 

également au moins partiellement sur l’action d’acides nucléiques (Sansone et al., 2017; L. 

Zhang et al., 2015).  

Figure 40 : Schéma des fonctions des exosomes tumoraux 

Les exosomes produits par les cellules tumorales vont permettre de stimuler de façon endocrine et 

paracrine le développement tumoral, la transformation des cellules stromales, la stimulation de la 

transition épithélio-mésenchymateuse avec une stimulation de la formation des métastases. De plus, 

pour permettre ce développement tumoral, les exosomes vont entraîner le remodelage de la matrice 

extracellulaire entourant les cellules tumorales, l’adaptation du système immunitaire pour la tolérance 

tumorale et la stimulation de l’angiogenèse. (Adaptée de Tai et al., 2018) 
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Comme dans le cadre du développement tumoral, les exosomes vont permettre aux 

cellules tumorales de détourner les processus angiogéniques au profit de la tumeur. Ce sont 

principalement les CSCs qui vont détourner ces processus afin de stimuler la 

néoangiogenèse (Ribatti, 2012; Sugimori et al., 2015; Sun et al., 2017). 

Les exosomes tumoraux vont transformer le microenvironnement et donc les 

connexions entre cellules tumorales et environnementales pour favoriser le développement 

tumoral et la migration des cellules tumorales. Ainsi par le transfert du miR-105, les cellules 

tumorales mammaires vont perdre l’expression de la protéine ZO-1 et donc la présence des 

jonctions serrées, leur permettant une plus grande dissémination tumorale (Zhou et al., 

2014). Les exosomes provenant de cellules hypoxiques de GBM  entraînent la 

reprogrammation des cellules endothéliales environnantes favorisant la néoangiogenèse et 

donc la prolifération du GBM (Kucharzewska et al., 2013). 

Un des aspects les plus ambivalents du rôle des exosomes dans le développement 

des tumeurs se situe au niveau du transfert d’ADN. Ce transfert peut freiner le 

développement tumorale par l’activation de la voie cGAS-STING dans les LT (Kitai et al., 

2017; Torralba et al., 2018). Cette activation serait dûe à la libération d’ADN cytosolique par 

les cellules tumorales, comme moyen d’adaptation aux changements environnementaux 

(Takahashi et al., 2017). Malheureusement, cette activation des LT peut provoquer une 

augmentation de l’inflammation, aggravant la santé globale du patient (Chennakrishnaiah et 

al., 2018; Montermini et al., 2015). 

Les exosomes vont également pouvoir intervenir dans le cadre thérapeutique en 

favorisant l’émergence des résistances et de l’échappement thérapeutiques. Par exemple, 

des cellules de lymphomes B peuvent émettre des exosomes CD20+ servant de leurres 

thérapeutiques dans le cadre de traitements anti-CD20 (Aung et al., 2011). Dans le cancer 

colorectal, le dialogue entre les CSCs et des fibroblastes malins  favorise la propagation de 

la chimiorésistance tumorale (Hu et al., 2015). Dans le cadre de la radiorésistance, il a été 

démontré également que des fibroblastes malins peuvent transmettre cette résistance par le 

transfert d’ARNm et d’éléments transposables aux cellules tumorales (Boelens et al., 2014). 

Ainsi, il est essentiel d’intégrer les exosomes dans la prise en charge thérapeutique et 

l’évolution des tumeurs chez les patients. 

Dans le cadre du GBM, les exosomes vont jouer un rôle majeur dans le 

développement de la tumeur. En effet, il a été démontré qu’une seule cellule tumorale peut 

produire environ 10 000 vésicules extracellulaires en 48 h (Whitehead et al., 2019). Si les 

cellules saines et les cellules tumorales sont capables de produire des exosomes, leur 

contenu diffère, permettant de différencier les deux types d’exosomes (Basu and Ghosh, 

2019). La transmission des molécules protumorales avec les cellules stromales permet de 

modifier le microenvironnement, pour favoriser la prolifération tumorale (Basu and Ghosh, 

2019; Cheng et al., 2020; Kros et al., 2015). Entre cellules tumorales, le transfert de 

protéines peut induire une modification de l’agressivité tumorale. Par exemple, le transfert de 

PTEN est capable de stimuler l’agressivité du GBM quand il est relargué par les cellules 

(Quezada et al., 2018). Également, la transmission des récepteurs EGFRvIII, HER2, 

PDGFR, TrkB, p75NTR et NTSR3 s’associe à une stimulation de la prolifération des cellules 
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cancéreuses et donc au développement tumoral (Pinet et al., 2016; Quezada et al., 2018). 

Les ARN non codants vont également permettre le transfert de ces caractéristiques dans le 

cadre de la tumeur, avec notamment les miRs (miR-21, miR-29a, miR-221 et miR-222) 

(Quezada et al., 2018). Certains miRs, comme le miR-451, montrent un effet ambivalent, en 

stimulant la prolifération quand surexprimé et l’invasion lors de son inhibition (Zhao et al., 

2017). 

Dans le cadre thérapeutique du GBM, les exosomes ont été démontrés comme étant 

impliqués dans la résistance tumorale, notamment au sein des CSCs (Quezada et al., 2018; 

Uribe et al., 2017). Ainsi, il a été démontré que la transmission des marqueurs CD133 et 

CD44 via des exosomes de CSCs permettent la transmission de caractères de résistance 

aux cellules tumorales différenciées (Quezada et al., 2018). Avant même l’apparition des 

caractères de résistance, les exosomes ont notamment dans le GBM la capacité d’excréter 

les drogues utilisées sur la tumeur ou de transférer des enzymes de résistances tumorales 

(MGMT, APNG) (Shao et al., 2015).  

Pour survivre, la tumeur de GBM est capable d’utiliser les exosomes pour contrôler et 

éteindre la réaction immunitaire environnante. Ces exosomes vont notamment toucher les 

monocytes, les macrophages et la microglie en les transformant en macrophages associés à 

la tumeur. Ces changements vont entraîner le passage d’un environnement inflammatoire 

antitumoral en protumoral (de Vrij et al., 2015). Il y a même une augmentation de la 

polarisation des macrophages M1 en M2, inoffensifs pour la tumeur et une augmentation de 

l’activité des macrophages pour dégrader la matrice extracellulaire et favoriser l’invasion 

tumorale (Matarredona and Pastor, 2019; Mills and Ley, 2014; Quezada et al., 2018). La 

sécrétion de miRs dans ce cadre va également permettre de maintenir l’environnement 

protumoral (Gabrusiewicz et al., 2018; Godlewski et al., 2010; van der Vos et al., 2016). Les 

Figure 41 : Rôle des vésicules extracellulaires dans le cadre des glioblastomes 

Les vésicules extracellulaires produites par les cellules donneuses vont agir sur les cellules cibles au 

sein de la niche tumorale, cellules du microenvironnement. L’intégration de ces exosomes dans les 

cellules va induire l’activation de différentes voies de prolifération, conduisant au développement 

tumoral, telles que la viabilité, la chimiorésistance, la tolérance immunitaire, la migration, l’invasion et 

l’angiogenèse. L’ensemble du microenvironnement va être remodelé pour favoriser cette prolifération 

de la tumeur, notamment au travers de l’action de la voie PD-1/PD-L1. (Adaptée de Quezada et al., 

2018 ; Matarredona and Pastor, 2019) 
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exosomes interviennent également dans l’extinction de la réponse immunitaire antitumorale 

et donc dans le maintien de l’immunotolérance du GBM. Un des biais mis en place par les 

cellules tumorales passe par la libération et la transmission de PD-L1, éteignant l’activité 

antitumorale des LT (Grimaldi et al., 2019; Ricklefs et al., 2018). Comme expliqué 

précédemment, PD-L1 présent à la membrane peut activer la voie PD-1 au sein des LT mais 

également au sein de la microglie pour y éteindre la réponse immunitaire (Litak et al., 2019). 

L’effet de la protéine au travers de sa transmission exosomale semble nécessaire à 

l’immunotolérance et donc à la croissance tumorale. Néanmoins, l’extinction de la réponse 

cellulaire s’effectue au niveau des LTH, les LTC conservant leurs propriétés (Quezada et al., 

2018).  

Les exosomes du GBM peuvent également activer l’angiogenèse tumorale, 

nécessaire à la croissance tumorale. Cette stimulation des cellules endothéliales est permise 

par la transmission de facteurs angiogéniques tels que le VEGF, le TGF-β1, CXCR4, 

certains miRs et des enzymes de dégradation de la matrice, émis notamment par les CSCs 

(Giusti et al., 2016; Ping et al., 2011, p. 12; Quezada et al., 2018). 

Au sein des cellules environnantes du GBM, une des cibles préférentielles des 

exosomes tumoraux sont les astrocytes, favorisant l’apparition et la transmission des 

transformations du microenvironnement et donc la croissance tumorale (Hallal et al., 2019). 

Ces changements vont être sous la dépendance de certaines protéines telles que l’annexine 

1, l’intégrine β1 ou la calréticuline et de miRs comme le miR-5096 (Mallawaaratchy et al., 

2017; Thuringer et al., 2017). 

Du fait des effets multiples sur de nombreux systèmes de l’organisme, les exosomes 

se placent au cœur des processus tumoraux du GBM. C’est par leurs effets sur les 

mécanismes d’agressivité tumorale que les exosomes constituent un sujet d’étude crucial 

afin d’obtenir une meilleure compréhension de ceux-ci. Grâce à ces connaissances, une 

utilisation des exosomes en tant qu’outil diagnostique ou thérapeutique permettrait une 

meilleure prise en charge du GBM. C’est par l’accumulation de découvertes des 

mécanismes impliquant les exosomes, par leur disponibilité et par leur possible utilisation 

que les exosomes sont considérés comme source de biomarqueur dans le GBM. 

1.4.7. L’utilisation des exosomes comme biomarqueur 

Une des caractéristiques du GBM est sa forte hétérogénéité, définie par de 

nombreuses sous-populations plus ou moins indifférenciées. Pour approcher et comprendre 

cette hétérogénéité, les seules techniques existantes sont l’analyse par biopsie et l’IRM. 

Malgré tout, il est difficile de dresser un profil complet de la tumeur, du fait des limites 

techniques de l’IRM, de la faible portée de la biopsie et de leur risque pour le patient (Balasa 

et al., 2016; Chittiboina et al., 2012; De la Garza-Ramos et al., 2016; Gourlay et al., 2017; 

Jackson et al., 2001; Klekner et al., 2019). Pour envisager de compléter ces techniques, le 

recours à des biopsies liquides, moins invasives, est de plus en plus mis en avant, en se 

focalisant sur les éléments tumoraux circulants. Ces biopsies liquides permettent de détecter 

les cellules cancéreuses circulantes, l’ADN tumoral et les exosomes. La technique repose 

sur l’isolement et l’analyse notamment des exosomes tumoraux au sein des fluides 

physiologiques, le plus souvent le sang et le LCR dans le cadre du GBM. L’analyse régulière 
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des exosomes tumoraux permet de suivre l’évolution de la tumeur au cours du temps, sans 

présenter de risque pour les patients (Gonda et al., 2013; Klekner et al., 2019; Whitehead et 

al., 2019). Le LCR présente comme avantage de posséder une plus grande proportion 

d’exosomes tumoraux que dans le sang, dûe à l’absence de passage de la BHE et à une 

relative absence d’exosomes extérieurs au SNC. Malheureusement, la faible quantité de 

LCR disponible et sa difficulté d’obtention chez les patients expliquent la prédominance de 

l’utilisation du sang dans le cadre des biopsies liquides (Gourlay et al., 2017; Klekner et al., 

2019).  

Ainsi, l’accès direct au profil moléculaire de la tumeur peut être obtenu par les 

vésicules extracellulaires, avec la détection des protéines et des ARN non codants. La 

détection de ce contenu vésical peut donc être associé à des estimations diagnostiques et 

pronostiques (Bălașa et al., 2020). 

Figure 42 : Comparaison entre les biopsies solides et les biopsies liquides  

Traditionnellement, les biopsies solides (a) sont utilisées pour atteindre la tumeur et connaître ses 

caractéristiques (type, état mutationnel) et adapter la thérapeutique. Mais les conséquences sont les 

risques encourus par le patient et les coûts importants, d’où le développement ces dernières années de 

nouvelles méthodes plus efficaces et moins risquées. Les biopsies liquides de liquide céphalorachidien 

(LCR) ou de sang présentent un risque moindre et permettent de visualiser l’état tumoral et son 

évolution de manière rapide, par la récupération d’exosomes, de miARNs, d’ADN circulant et de 

cellules tumorales circulantes. Une définition plus fine des éléments de suivi permettra d’optimiser 

l’utilisation de ces biopsies liquides. (Adaptée de Sareen et al., 2020) 
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Tableau 3 : Divers cargos exosomaux avec leurs portées diagnostiques et pronostiques 

Cargo exosomal Impact Références 

ANXA1, ITGB1, CALR, PDCD6IP, 

PSMD2, ACTR3, APP, CTSD, 

IGF2R, ECM1, GAPDH, IPO5, 

MVP, PSAP 

Stimule l’invasion tumorale 
(Mallawaaratchy et 

al., 2017) 

miR-5096 
Augmente l’invasion et la prolifération via 

Kir4.1 

(Thuringer et al., 

2017) 

miR-21, miR-29a, miR-222,miR-

221, miR-30a, miR-92b,miR-23a 

Augmente la prolifération et la résistance 

à l’apoptose 

(Chistiakov and 

Chekhonin, 2014) 

Ndfip1 
Induit la survie et la prolifération (si 

inhibé) 
(Putz et al., 2012) 

PDGFR 
Augmente la prolifération (mauvais 

pronostic, si amplifié) 

(Kucharzewska et 

al., 2013) 

PTEN muté Induit une forte prolifération (Han et al., 2016) 

Promoteur de TERT Induit une forte prolifération 
(Mosrati et al., 

2015) 

EGFR / EGFRvIII 

Lié au sous-type classique, induit une 

résistance à l’apoptose et à la 

chimiothérapie 

(Roth and Weller, 

2014) 

TGF-β1 
Stimule l’angiogenèse, la prolifération et 

la migration 

(Seystahl et al., 

2015) 

VEGF, CXCR4, MMPs (pro-MMP-

9, pro-MMP-2, MMP-2) 

activateurs du plasminogène 

(tPA, uPA), miR-21 

Stimule l’angiogenèse (Giusti et al., 2016) 

miR-2 
Stimule la voie du VEGF et donc 

l’angiogenèse 

(Sun et al., 2017; 

Vallée et al., 2018) 

Sémaphorine 3A Augmente la perméabilité vasculaire (Treps et al., 2016) 

MGMT, APNG 

Stimule la chimiorésistance ; si le 

promoteur de MGMT est méthylé, la 

tumeur est de sous-type proneural et est 

de bon promostic 

(Shao et al., 2015) 

MiR-151a Induit la résistance au TMZ (Zeng et al., 2018) 
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CD133, CD44 
Potentiels marqueurs de 

chimiorésistance 
(Uribe et al., 2017) 

Adénosine nucléotide Induit une chimiorésistance (Uribe et al., 2017) 

IDH-1 muté 

Lié au sous-type proneural, bloque les 

réparations à l’ADN, induit l’apoptose 

(bon pronostic) 

(Szopa et al., 2017) 

PD-L1 
Induit l’immunotolérance (mauvais 

pronostic) 
(Litak et al., 2019) 

TrkB, p75NTR, Sort1 Induit la prolifération tumorale (Pinet et al., 2016) 

 Les modifications observées au sein du cargo exosomal peuvent refléter les 

évolutions de la tumeur, néfastes comme bénéfiques, d’où l’importance d’un suivi régulier 

par biopsies liquides. De plus le développement des techniques de biopsies et la détection 

de biomarqueurs diagnostiques et pronostiques permettent d’améliorer les résultats de la 

thérapeutique et la prise en charge des GBM. 

ANXA1 : Annexine A1 ; ITGB1 : Intégrine beta-1 ; CALR : Calréticuline ; PDCD6IP : Programmed cell death 6-

interacting protein ; PSMD2 : 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 ; ACTR3 : Actin-related 

protein 3 ; APP : Amyloid beta A4 protein ; CTSD : Cathépsine D ; IGF2R : Insulin-like growth factor 2 

receptor ; ECM1 : Extracellular matrix protein 1 ; GAPDH : Glyceraldehyde-3-Phosphate Déshydrogénase ; 

IPO5 : Importine-5 ; MVP : Major vault protein ; PSAP : Prosaposin precursor ;  Kir4.1 : Inward rectifier 

potassium channel 4.1 ;  Ndfip1 :  Nedd4 family interacting protein 1 ;  PDGFR : Platelet-derived growth factor 

receptor ;  PTEN : Phosphatase and Tensin Homolog ; TERT : Telomerase reverse transcriptase ; 

EGFR/EGFRvIII : Epidermal growth factor receptor / Epidermal growth factor receptor variant III ; TGF-β1 : 

Transforming growth factor-beta 1 ; VEGF : Vascular endothelial growthfactor ; CXCR4 : C-X-C Motif 

Chemokine Receptor 4 ; MMP : Matrix metalloproteinase ; tPA : Tissue plasminogen activator ; uPA : 

Urokinase-type plasminogen activator ; MGMT : O6-methylguanine-DNA-methyltransferase ; APNG : 

Alkylpurine-DNA-N-glycosylase ; IDH-1 : Isocitrate dehydrogenase 1 ; PD-L1, Programmed death-ligand 1 ; 

TrkB : Tropomyosin-related kinase B ; p75NTR : Low affinity neurotrophin receptor p75NTR ; Sort1 : Sortiline. 

(Adaptée de Bălașa et al., 2020) 
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Objectifs 

Le glioblastome (GBM) est la forme la plus agressive des tumeurs cérébrales, 

présentant le pronostic le plus défavorable. Les thérapies classiques (chimio-, radiothérapie 

et chirurgie) n’apportent qu’un effet limité dans le temps ce qui ne permet pas de réduire la 

fréquence de récidives et d’améliorer la médiane de survie des patients depuis de 

nombreuses années. Ces taux de récidives proviennent notamment de l’agressivité du GBM 

qui repose en particulier sur la présence d’une population de cellules possédant des 

caractéristiques de cellules souches cancéreuses. Ces cellules souches cancéreuses 

(CSCs) sont en effet capables de résister aux traitements radio- et chimio-thérapeutiques ce 

qui leur permet de régénérer la masse tumorale. Afin d’essayer d’enrayer la résistance 

thérapeutique de ce type de tumeur, l’immunothérapie apparaissait comme une des pistes 

les plus prometteuses. Néanmoins, les premiers essais cliniques sur le GBM avec des 

anticorps anti-PD1 ou -PD-L1 ont donné des résultats peu convaincants, avec parfois de 

graves effets secondaires totalement (Wang et al., 2019). Ces résultats étaient totalement en 

opposition avec ceux obtenus avec cette approche thérapeutique dans le mélanome dans 

lequel on observe une réduction du risque de récidive (Carretero-González et al., 2018; De 

Sousa Linhares et al., 2019). Une meilleure compréhension des mécanismes de résistance 

mis en jeu par la tumeur afin de favoriser l’échappement thérapeutique s’avère donc 

essentielle. Ces mécanismes pourraient notamment dépendre de cross-talk ou 

transactivations entre différents acteurs impliqués dans la progression tumorale qui seraient 

susceptibles d’être en interaction directe ou indirecte avec PD-L1 ou PD-1.  

Les récepteurs des neurotrophines (Trks et p75NTR) sont impliqués depuis plusieurs 

décennies dans la progression et l’agressivité tumorales. Des travaux menés au sein de 

notre équipe ont porté sur leurs effets et ceux de leurs ligands, sur différents types de 

tumeurs : cancer colorectal, lymphome, cancer bronchique non à petites cellules et GBM (Al-

Akhrass et al., 2017; Blondy et al., 2021; Deluche et al., 2019; Jawhari et al., 2017; Pinet et 

al., 2016; Saada et al., 2012; Talbot et al., 2019). Notre étude s’est focalisée sur le récepteur 

p75NTR qui est transféré par les vésicules extracellulaires et assure ainsi la dissémination de 

l’agressivité avait été démontré (Pinet et al., 2016). Il est connu pour son implication dans la 

balance prolifération / mort, au sein des gliomes notamment. Son activation et la stimulation 

accrue de ses voies de signalisation sont observées lorsqu’il est complexé à des partenaires 

protéiques, propriété commune à la majorité des récepteurs de la famille des TNFRSF. De 

plus, il a été démontré que sa libération par les exosomes de GBM est liée à l’agressivité 

tumorale et qu’il pourrait donc constituer un biomarqueur d’intérêt (Pinet et al., 2016).  

PD-L1 est une protéine liée également à l’agressivité tumorale du GBM ainsi que 

d’autres formes tumorales. Ce ligand joue un rôle dans la progression tumorale par son 

implication dans la résistance immunitaire en provoquant l’extinction de la réponse immune. 

Il a donc été largement étudié à des fins thérapeutiques et utilisé comme cible en 

immunothérapies. Si les résultats sont positifs dans de nombreux cancers, aucune 

amélioration significative de la survie des patients avec l’utilisation d’anti-PD-L1 n’a été 

observée pour le GBM. Ces résultats négatifs relayés par divers essais cliniques semblent 

indiquer que les cellules puissent détourner les mécanismes d’inhibition du ligand seul. Notre 
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hypothèse de travail reposait alors sur le postulat que PD-L1 puisse échapper à son 

inhibition grâce à une association à d’autres protéines.  

Les travaux de Furuta et al. ont mis en évidence que, sous l’influence de l’IFN-γ, les 

cellules tumorales de mélanome expriment PD-L1 et les niveaux d’expression de ce ligand 

sont corrélés à ceux de p75NTR. La présence des deux protéines semblent permettre abolir la 

réponse cytotoxique des LTC autour de la tumeur (J. Furuta et al., 2014).  

Mes travaux qui s’inscrivent dans la continuité des thématiques développées par 

l’équipe portent sur l’étude des mécanismes d’échappement thérapeutique dépendant des 

exosomes et de leur fonction associée au transfert de récepteurs de neurotrophines vers le 

microenvironnement tumoral. Nous nous focaliserons sur les interactions entre p75NTR et PD-

L1 dans le glioblastome avant de démontrer l’existence d’un complexe p75NTR/ PD-L1 

impliqué dans les mécanismes d’agressivité, de progression et de résistance tumorales. 

L’étude a été menée à partir de différentes approches in vitro, ex vivo aussi ce qui a permis 

la mise en évidence du complexe aussi bien au niveau cellulaire qu’au niveau des 

exosomes. L’objectif principal de ces travaux a abouti à la caractérisation d’un lien inédit 

entre ces deux protéines dans le glioblastome et ouvre de nouvelles perspectives 

concernant l’utilisation de ce complexe en tant que biomarqueur pronostique et/ou 

diagnostique afin d’améliorer la prise en charge du GBM. La mise en évidence d’un transfert 

de ce complexe au sein des exosomes et de sa dissémination dans les cellules du 

microenvironnement pourrait favoriser la résistance à l’immunothérapie et nous conduit à 

proposer ce complexe comme une cible thérapeutique potentielle. 
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Matériel et méthodes 

1.5. Quantification transcriptionnelle de NGFR (p75NTR) et PD-L1 (CD274) et effets sur 

la survie des patients  

Les profils d’expression génique et les données cliniques des cohortes de gliomes de 

bas grade et du GBM sont obtenus au travers des bases de données RNA-seq du TCGA 

(The Cancer Genome Atlas) (Rahman et al., 2015). Les données brutes de 154 GBM et 479 

LGG sont normalisées en utilisant le package DESeq2 et les données normalisées 

concernant p75NTR et PD-L1 sont ainsi utilisées (Love et al., 2014, p. 20). Les cohortes 

issues du TCGA sont divisées en 229 tumeurs de grade II, 250 tumeurs de grade III et 154 

tumeurs de grade IV selon la gradation de l’OMS en vigueur et en 119 oligoastrocytomes, 

178 oligodendrogliomes, 182 astrocytomes et 154 glioblastomes selon la classification 

actuelle. Un test de Wilcoxon apparié avec une correction de Benjamini-Hochberg est utilisé 

afin d’analyser les données transcriptomiques des tumeurs et de comparer entre eux les 

niveaux d’expressions en fonction de leur grade et de leur classification histologique. 

L’analyse de données de survie issues des tumeurs est effectuée sur la base de courbes de 

Kaplan-Meier, avec test log-rank et des modèles de régression de Cox (uni- et multivariés), 

en utilisant les packages survival et survminer (Heagerty et al., 2000). L’utilisation de ces 

outils permettent d’analyser et d’évaluer le potentiel pronostic de p75NTR et PD-L1, en 

fonction du niveau d’expression des transcrits. 

Toutes ces analyses statistiques sont effectuées au sein de la suite R (version 3.6.1) 

et sont considérées comme significatives avec un p inférieur à 0,05. 

1.6. Analyse Tissue Micro Array (TMA) de tumeurs de glioblastome 

Les échantillons de gliomes sont issus de la banque tumorale de CRBioLim 

(http://www.crbiolim.fr) du Centre Hospitalier Universitaire de Limoges, après agrément du 

projet de recherche par le Comité de Protection des Personnes (AC-2013-1853, DC-2011-

1264).  

Les TMA sont réalisés à partir de carottes tumorales de 2 mm de long inclus en 

paraffine. Des sections de 5 µm d’épaisseur sont déposées sur des lames Superfrostplus© 

et laissées au repos sur la nuit. Les lames sont ensuite déparaffinées (2 bains de 10 minutes 

de toluène) puis réhydratées (2 bains de 5 minutes d’éthanol absolu). Après 2 bains d’eau et 

de PBS 1X (Gibco, 14190144), elles sont perméabilisées et démasquées par 3 bains de 

tampon citrate pH 7,0 (préalablement chauffé 5 minutes au four à micro-onde à 750 W). Les 

échantillons sont refroidis pendant 3 heures à température ambiante puis rincés au PBS 1X. 

Pour améliorer le marquage, l’inhibition des peroxydases endogènes est réalisée par une 

solution de méthanol – 5 % H2O2 10 minutes à température ambiante. Après un lavage à 

l’eau distillée puis deux lavages au PBS 1X, les lames sont saturées avec une solution de 

PBS 1X – 3 % BSA pendant 30 minutes (BSA / Albumine sérique bovine ; Seqens, 1000-70). 

Enfin, les lames sont mises à incuber avec les anticorps d’intérêt dilués dans la solution de 

saturation (anti-PD-L1, lapin, Diagomics, 1/200; anti-NGFR, lapin, Santa Cruz 

Biotechnologies, 1/300) à 4°C sur la nuit. 

http://www.crbiolim.fr/
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Pour poursuivre le marquage, les lames sont lavées trois fois au PBS 1X puis 

incubées avec des anticorps secondaires couplés à l’HRP (Dako, K2003) pendant 30 min 

puis l’excédent retiré par trois bains de PBS 1X. La révélation est permise par une brève 

incubation des échantillons avec du DAB (Sigma-Aldrich, D8001) et la réaction est arrêtée 

avec trois nouveaux bains d’eau distillée. Les TMA sont finalisées par un contre-marquage 

hématoxyline et une amplification du marquage au carbonate de lithium. Les lames sont 

déshydratées par deux bains d’éthanol absolu et un bain de toluène. Enfin, les échantillons 

sont montés à l’aide du milieu de montage Eukit (Fluka, 03989). 

1.7. Séra et culture primaire de patients atteints de GBM 

Les échantillons sériques et tissulaires sont obtenus à partir de patients atteints de de 

glioblastome n’ayant, à la date de prélèvement, pas reçus de chimio- et / ou de 

radiothérapie, opérés au sein du CHU de Limoges. Les échantillons sont obtenus de la 

banque tumorale de CRBioLim (http://www.crbiolim.fr) du Centre Hospitalier Universitaire de 

Limoges, après agrément du projet de recherche par le Comité de Protection des Personnes 

(AC-2013-1853, DC-2011-1264). 

1.8. Lignées cellulaires de glioblastome et culture cellulaire 

Les lignées cellulaires humaines de glioblastome, U87-MG et LN18 ont été obtenus auprès 

de l’ATCC (American Type Culture Collection). 

Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées dans un milieu complet composé de : 

- Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM, Gibco, 31966-047) ; 

- 10 % de sérum de veau fœtal (Seqens) ; 

- 1 % de Peniciline / Streptomycine (Gibco, 15-140-163) ; 

- 1 % de bicarbonate de sodium (Gibco, 25-080-102) ; 

- 1 % d’acides aminés non-essentiels (Gibco, 11-140-035). 

Les cellules sont ensuite incubées dans un environnement contrôlé à 37°C, avec une 

atmosphère humide à 5 % de CO2. Pour obtenir des exosomes, les cellules U87-MG et 

LN18 sont préalablement placées dans un milieu appauvri en vésicules extracellulaires. Ce 

milieu possède la même composition que le milieu complet mais complémenté par le sérum 

de veau fœtal ayant subi une étape d’ultracentrifugation à 120 000 g pendant 16 h. Les 

cellules sont ensuite incubées pendant 48 h, avec un ratio de 10 000 cellules/cm². Les 

surnageants de culture sont ensuite récupérés et utilisés ultérieurement. 

1.9. Vésicules extracellulaires 

Extraction : les vésicules extracellulaires (EVs) sont récupérées puis analysées 

selon les consignes de l’ISEV (Théry et al., 2018). L’extraction des EVs se fait par le biais 

d’ultracentrifugation différentielle. Ces centrifugations sont, comme suit, de : 

- 500 g pendant 5 minutes ; 

- 18 000 g pendant 30 min ; 
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- 120 000 g pendant 2 h ; 

- 120 000 g pendant 2 h, de nouveau, dans du DPBS 1X (Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Saline, Gibco, 14190-004). 

Analyse : la distribution en taille des EVs est observée avec le Nanosight NS300 

(Malvern Panalytical) et analysée par le biais du logiciel NTA, après une dilution au 10ème des 

échantillons dans du DPBS 1X. 

Traitement des lignes GBM par EVs : resuspendus dans du milieu appauvri en EVs 

après ultracentrifugation, les EVs sont incubés avec du Tat-Pep5, un inhibiteur de p75NTR (10 

µM, Sigma-Aldrich, 506181) et / ou un anticorps bloquant de PD-L1 (5 µg/mL, Invitrogen, 16-

5983-82) à 37°C pendant 30 min. Ensuite, pour éliminer l’excédent d’inhibiteurs et 

reconcentrer les EVs, une nouvelle ultracentrifugation à 120 000 g pendant 2 h est effectuée 

puis les EVs sont repris dans du milieu appauvri en EVs avant une incubation sur cellules. 

Les cellules sont placées une densité de 10 000 cellules/cm² sur la nuit, avant d’être traitées 

avec les EVs. 

1.10. Western blot 

La lyse des cellules et des exosomes est effectuée à l’aide d’un tampon de lyse RIPA 

(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0,5 % sodium deoxycholate, 0.1 % SDS, 

100 µg/mL PMSF, complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail [Roche, 11873580001]) 

puis le lysat est soniqué pour dégrader l’ensemble des structures restantes (Vibra-Cell 

VCX130). La concentration des protéines est déterminée à l’aide du Quick Start Bradford 1X 

Dye Reagent (Bio-Rad, 5000205). Les échantillons sont ensuite préparés avec du tampon 

Laemmli 4X (Bio-Rad, #161-0747). 

 Les protéines sont ensuite séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide 

SDS-PAGE puis transférées sur membrane de PVDF. Les membranes obtenues sont 

ensuite saturées avec une solution de TBS 1X – 0,1 % Tween-20 – 5 % m/v BSA pendant 1 

h à température ambiante puis incubés avec l’anticorps primaire adéquat dilué dans la 

solution de saturation à 4°C sur la nuit. Les membranes sont incubées après lavage avec un 

anticorps secondaire couplé à l’HRP pendant 1 h à température ambiante. Les anticorps 

utilisés sont listés le tableau 3 : 

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés dans le cadre du Western Blot 

Anticorps Fournisseur Références Dilution utilisé 

Anti-p75NTR Santa-Cruz Biotech. sc-8317 1/500 

Anti-PD-L1 Origene CF808771 1/1 000 

Anti-actine Sigma-Aldrich A5441 1/10 000 

Anti-CD63 Abcam ab59479 1/1 000 

Anti-CD9 Sigma-Aldrich SAB1402143 1/500 
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Anti-CD81 Santa-Cruz Biotech. sc-166029 1/500 

Anti-HSC70 Santa-Cruz Biotech. sc-7298 1/500 

Anti-lapin, couplé HRP Agilent Dako P0447 1/1 000 

Anti-souris, couple HRP Agilent Dako P0448 1/1 000 

 La présence des protéines d’intérêt est révélée par l’utilisation de l’Immobilon ECL 

Ultra Western HRP Substrate (Merck, WBKLS0500) dans un imageur G:BOX (Syngene) 

1.11. Immunoprécipitation 

Les cellules et les EVs sont lysées dans du tampon IP (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 

mM NaCl, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA) pendant 15 min sur la glace. Les lysats sont 

ensuite centrifugés à 17 000 g pendant 15 min. Les surnageants protéiques sont récupérés 

et dosés. Des billes DynabeadsTM Protein G for Immunoprecipitation (Invitrogen, 10004D) 

sont incubées avec des anticorps anti-PD-L1 (Origene, CF808771, 1/100) ou anti-p75NTR 

(Santa-Cruz Biotechnologies, sc-8317, 1/100) dilués dans le tampon IP pendant 1 h à 

température ambiante. Les billes sont ensuite lavées avec du tempon IP puis elles sont 

incubées avec 200 µg de protéines des lysats cellulaire ou vésiculaire sur roue à 4°C sur la 

nuit. Après lavage des billes, le complexe protéine – anticorps est élué dans du tampon 

Laemmli 4X 5 min à 95°C. L’ensemble des éluats sont ensuite analysés par Western Blot. 

1.12. Immunofluorescence 

Les cellules sont incubées en Lab-Tek II Chamber Slide (Nunc, 154534) sur la nuit, à 

densité de 2.104 cellules par puits. Les cellules sont ensuite fixées par du PBS 1X - PFA 4 % 

v/v (Sigma-Aldrich, F1635) pendant 10 min à température ambiante, puis lavées 5 min à 

température ambiante au PBS 1X. Elles sont ensuite perméabilisées par une solution de 

PBS 1X –Triton X-100 0,1 % v/v 10 min à température ambiante. Après un lavage de 5 min à 

température ambiante au PBS 1X, les puits sont saturés avec une solution de PBS 1X - BSA 

3 % m/v pendant 30 min à température ambiante. Les cellules sont ensuite incubées avec la 

solution d’anticorps primaires anti-p75NTR (Santa-Cruz Biotechnologies, sc271708, souris, 

1/50) et anti-PD-L1 (Abcam, ab205921, lapin, 1/200) dilués dans la solution de saturation, 

sous agitation sur la nuit à 4°C. Après 3 lavages de 5 min au PBS 1X, les cellules sont 

incubées avec une solution d’anticorps secondaires (anti-souris Alexa Fluor 594, Invitrogen, 

R37115, 1/10 000 ; anti-lapin Alexa Fluor 488, Invitrogen, A11034, 1/10 000) dilués dans la 

solution de saturation durant 1 h à l’obscurité et à température ambiante. Les lames sont 

ensuite lavées trois fois au PBS 1X pendant 5 min à température ambiante et à l’obscurité. 

Les lames sont ensuite récupérées et les lamelles montées à l’aide de milieu de montage au 

DAPI (Sigma, F6057) puis laissées à sécher pendant 15 min à l’obscurité à température 

ambiante. 

Les lames sont observées et photographiées avec le microscope inversé Leica DMi8 

et sa suite logicielle LAS X. 
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1.13. Prolifération (Click-iT Edu Imaging Kit) 

Pour observer les effets sur la prolifération des différents traitements en imagerie, il a 

été utilisé le Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit for Imaging, Alexa Fluor™ 594 dye 

(Invitrogen, C10339). Les cellules sont cultivées en plaques 96-puits sur la nuit, à la densité 

de 2.104 cellules par puits. Les cellules sont incubées 2 h avec la solution d’EdU 1X puis 

fixées avec une solution de PFA-PBS 1X 3,7 % v/v durant 15 min à température ambiante. 

La perméabilisation se fait avec une solution de Triton X-100-PBS 1X  0,5 % v/v pendant 20 

min à température ambiante avant que les cellules soient incubées avec le mélange 

réactionnel Click-iT Plus pendant 30 min à l’abri de la lumière et à température ambiante. 

Après lavage, les cellules sont incubées 30 min à l’obscurité et à température ambiante avec 

une solution 1X de Hoechst® 33342. Les cellules sont rincées au PBS1X puis analysées au 

microscope inversé Leica DMi8 et sa suite logicielle LAS X. 

1.14. Biotinylation de surface de PD-L1 

Les cellules sont incubées sur la nuit à une densité de 5.103 cellules / cm² puis lavées 

avec du PBS-CM8 (PBS 1X, 1mM MgCl2, 0,1 mM CaCl2, pH 8,0) pendant 5 min à 4°C. Les 

protéines de surface sont biotinylées avec une solution de PBS-CM8 – 0,5 mg/mL EZ-link 

Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Scientific™, 21331) pendant 25 min à 4°C puis les cellules 

sont rincées trois fois 5 min au tampon Quenching (PBS-CM8, 0,5 % (p/v) BSA, 50 mM 

glycine) à 4°C. Les cellules sont ensuite incubées avec le traitement exosomal pendant 24 h 

dans l’incubateur. 

Le métabolisme cellules est ensuite bloqué à 4°C puis les cellules sont débiotinylées 

avec 6 bains de 20 min de tampon Stripping (50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,2 % 

(p/v) BSA, 100 mM MESNA, pH 8,6) à 4°C. La réaction est ensuite arrêtée par 3 bains de 

tampon Quenching. Les cellules sont lysées avec le tampon de lyse (10 mM Tris, 0,5 % (p/v) 

DOC, 1 % (v/v) NP-40, 1 mM Pefabloc protease inhibitor cocktail, pH 7,5) pendant 30 min 

sur glace. Les surnageants sont récupérées après une centrifugation de 5 min à 16 000 g à 

4°C. Les protéines internalisées sont alors récupérées en incubant 2 µg / µL de lysat 

protéique avec 15 µL de billes d’agarose couplées à la streptavidine (Thermo Scientific™, 

20357) sur roue à 4°C sur la nuit. Une portion des protéines est utilisée comme contrôle pour 

le Western Blot. Les billes sont récupérées et lavées au tampon NET (50 mM Tris, 150 mM 

NaCl, 5 mM EDTA, 0,05 % (v/v) NP-40, pH 7,4). Les protéines biotinylées sont alors éluées 

avec du tampon Laemmli 4X à 95°C pendant 5 min et analysées par Western Blot. 
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Résultats 

Le glioblastome multiforme (GBM) est la forme la plus fréquente et la plus agressive 

des tumeurs cérébrales existantes chez l’adulte. Dans les conditions actuelles, le taux de 

survie reste faible avec une médiane de 14 mois et une survie à 5 ans de 9,8 % (Ostrom et 

al., 2014; Stupp et al., 2009). Malgré l’application du protocole Stupp combinant radio- et 

chimiothérapie, la médiane de survie des patients n’a pas évoluée au cours des 15 dernières 

années  en raison de mécanismes de résistances thérapeutiques responsables de 

nombreuses récidives (Osuka and Van Meir, 2017; Stupp et al., 2005b). Les hypothèses 

permettant d’expliquer le risque de récidive du glioblastome repose sur l’existence d’une 

forte hétérogénéité tumorale ainsi que sur la présence de cellules résistantes aux traitements 

conventionnelles, les cellules souches cancéreuses. En raison de l’absence de cibles 

tumorales clairement identifiées, ces cellules restent très difficiles à cibler avec les 

approches thérapeutiques classiques. Ainsi, les recherches s’orientent vers les mécanismes 

responsables de cette résistance ainsi que sur le mode de transmission de l’agressivité 

tumorale. La sécrétion des exosomes par les cellules tumorales et leur diffusion dans le 

microenvironnement contribuent à la transmission des caractères agressifs des cellules 

tumorales (Becker et al., 2017; Huang et al., 2018; Tkach and Théry, 2016). Ainsi, la 

libération des exosomes tumoraux dans la circulation et leur détection par les biopsies 

liquides pourraient permettre indirectement d’accéder au profil moléculaire de la tumeur et 

donc au profil agressif de celle-ci (Keller et al., 2011; R. Xu et al., 2018). L’effet pro-tumoral 

de récepteurs aux neurotrophines (Trks, p75NTR)  transmis par les exosomes a été mis en 

évidence dans des tumeurs de GBM (Pinet et al., 2016). Une forte expression du récepteur 

p75NTR est associée à l’agressivité tumorale, tout comme celle de PD-L1 (Lawler et al., 2020; 

Meldolesi, 2017). Si ces deux facteurs sont liés de manière indépendante à une faible survie 

des patients, leur combinaison au sein des mêmes cellules tumorales pourrait constituer un 

biomarqueur potentiel de l'évolution et du suivi tumoral (Alshehri, Robbins, et Senger 2017 ; 

Hao et al. 2020). Le ligand protéique, PD-L1, produit par les cellules tumorales peut stimuler 

une immunotolérance tumorale et ainsi permettre le développement du GBM (Hirano et al., 

2005; Keir et al., 2008; Lawler et al., 2020; Ricklefs et al., 2018). Les immunothérapies 

ciblant l’axe PD-1 / PD-L1 restent actuellement inefficaces ce qui conduit à repenser la place 

de cet axe en thérapeutique et à étudier le rôle de ses partenaires (Lukas et al., 2018; 

Reardon et al., 2019, 2017). Des preuves de lien entre p75NTR et PD-L1 sont apparues avec 

leur expression conjointe par des cellules de mélanome stimulées par l'IFN-γ (Furuta et al. 

2014 ; Qian et al. 2018). Ce dernier résultat rapportant une corrélation d’expression entre 

ces 2 protéines nous a conduit à étudier le lien étroit qu’elle semble entretenir dans le 

contexte des GBM et leur potentielle association sous-forme d’un complexe p75NTR/PD-L1. 

Nous avons d’abord réalisé une analyse in silico et in vitro des protéines PD-L1 et 

p75NTR au sein de plusieurs lignées cellulaires (U87-MG et LN18), de cultures primaires et de 

sérums de patients atteints de GBM. Nous avons ensuite recherché une interaction physique 

entre les deux protéines dans les cellules et dans les exosomes par immunoprécipitation. 

Enfin, nous avons étudié les effets combinés des deux protéines sur la prolifération des 

cellules tumorales et les voies de signalisation impliquées en utilisant différents inhibiteurs. 
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Nous avons pu confirmer in silico la surexpression de PD-L1 et de p75NTR dans les 

GBM. Comparativement aux études précédentes, leurs expressions génétiques ont été 

observées à un niveau plus élevé dans les GBM que dans les gliomes de bas grade 

(Wintterle et al. 2003 ; Yao et al. 2009 ; A. S. Berghoff et al. 2015 ; Johnston et al. 2007 ; J. 

Berghoff et al. 2015). Ainsi, nous avons pu établir, pour la première fois dans cette forme de 

tumeur, une corrélation entre ces deux facteurs et la survie. L’approche par 

immunoprécipitation a permis de mettre en évidence la présence du complexe p75NTR / PD-

L1 dans les cellules et les EVs. Son importance et son intérêt potentiel en termes de 

diagnostic et/ou de pronostic dans le GBM a été prouvée à partir de sa caractérisation dans 

des cultures primaires. Ce complexe pourrait ainsi constituer un excellent biomarqueur 

d’évaluation de l'agressivité et de la progression tumorale. Le traitement des cellules par les 

EVs (avec ou sans inhibiteurs) montre qu'une seule inhibition peut induire un switch 

conduisant à l'activation de la voie Ras ; l’action du complexe serait donc pro-tumorale et 

expliquerait l'inefficacité de l'immunothérapie unique PD-L1. De plus, la restauration des 

effets anti-prolifératifs observée avec les deux inhibiteurs ouvre de nouvelles perspectives 

thérapeutiques en limitant l’échappement thérapeutique à la suite du traitement anti-PD-L1.  

En combinant nos résultats avec les études précédentes, nous pouvons affirmer que 

le complexe p75NTR/PD-L1 pourrait être utilisé comme biomarqueur, étant donné son impact 

sur la survie des patients, la prolifération tumorale, et sa disponibilité dans le sérum. Il 

pourrait également représenter une nouvelle cible thérapeutique étant donné son implication 

dans la prolifération tumorale. La présence et la transmission de ce complexe dans les EVs 

pourrait permettre également de l’utiliser comme traitement indirect. La découverte de ce 

nouveau complexe pourrait représenter une avancée dans la compréhension des 

mécanismes de prolifération des GBM ainsi qu’une perspective d’optimisation de la prise en 

charge diagnostique et thérapeutique des patients. 
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Abstract: 

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive form of brain tumor in adults. 

Current treatments are not able to block tumor recurrence and the development of resistant 

clones. It is therefore necessary to characterize new therapeutic targets to limit tumor 

development. Preliminary work has demonstrated the function of p75NTR on tumor 

proliferation and survival as well as its transfer to extracellular vesicles (EVs). PD-L1 has 

also been shown to enable tumor growth and the establishment of a supportive 

microenvironment. Recent studies have shown that in melanoma, the two proteins, 

expressed in concert, favor the establishment of these favorable conditions. Their effects are 

notably due to their release into the extracellular vesicles involved in the control of the 

microenvironment. The close link between PD-L1 and p75NTR and their common release in 

EVs led us to investigate the link between these two proteins in GBM. In addition to their 

poor prognosis demonstrated in silico, the two proteins interact in the form of a p75NTR / 

PD-L1 complex. The presence of this complex was confirmed in vitro and ex vivo in tumor 

lines and primary cultures of GBM, as well as in their exosomes and those of patient sera. 

The dissemination of exosomes carrying the complex promotes the proliferation of recipient 

cells. therefore, our work suggests that this complex could represent a new circulating 

biomarker to monitor tumor progression, but also a potential therapeutic target to circumvent 

the escape from immunotherapies observed in GBM. 

Keywords: Glioblastoma, p75NTR, PD-L1, biomarker, exosomes, aggressiveness 
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Introduction: 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most frequent and aggressive brain tumor in 

adulthood, exhibiting a low rate survival within five years of diagnosis  (Ostrom et al. 2014). 

Currently, the gold standard treatment is the Stupp protocol, a combination of both chemo- 

and radiotherapy after surgical resection (Stupp et al. 2005). Nevertheless relapses are 

frequent due to the emergence of resistant clones (Stupp et al. 2005; Osuka et Van Meir 

2017). Their capacity to regenerate a new tumor explains the high lethality of GBM and 

therefore the necessity to develop more efficient therapeutics. The current aim is to better 

understand how new factors might promote tumor resistance and escape in order to identify 

new biomarkers or putative targets likely to improve patient management favoring non-

invasive approaches. 

Since previous studies found that extracellular vesicles (EVs) are involved in the 

communication between tumor cells and their microenvironment through the transfer and 

releasing of various factors, they could promote tumor resistance (Tkach et Théry 2016; 

Becker et al. 2017; Huang et al. 2018). Thus, EVs could afford an interesting source for 

characterizing circulating biomarkers (Keller et al. 2011; Xu et al. 2018). Furthermore, these 

vesicles allow protein exchange to transmit aggressive phenotype and promoting tumor 

growth (Skog et al. 2008; Pinet et al. 2016). The spreading of tumor aggressiveness via EVs 

is not restricted to cancer cells but can be expanded to healthy cells (Skog et al. 2008; Al-

Nedawi et al. 2008). Indeed, astrocytes, microglia or lymphocytes can also undergo 

malignant transformation (Broekman et al. 2018; Matarredona et Pastor 2019; Quezada et al. 

2018). Thus, these changes create a protumoral environment, through notably an 

accumulation of anti-inflammatory cytokines (Wolfers et al. 2001; Clayton et al. 2007; 

Chalmin et al. 2010). The release of survival factors is increased and, more problematic, a 

shared therapeutic resistance will also emerge of this microenvironment (Maacha et al. 

2019). The EVs large dissemination in circulation permits the monitoring of its constituents in 

various bodily fluids (blood, urine, cerebrospinal fluid). Detection of those circulating factors 

allows us to follow the evolution of tumors in real time, targeting their impact on progression 

and aggressiveness. The link between tumor factors, their effects and their dissemination 

allows their use in the prognostic and diagnostic framework of liquid biopsies (Vasconcelos 

et al. 2019).  Thus, several biomarkers involved in GBM tumor progression and 

aggressiveness have already been characterized in EVs which could improve tumor 

monitoring.  

This intra- and extratumoral communication has prompted numerous studies to 

identify the crucial factors in the development of tumor resistance and to short-circuit this 

tumor progression. Among numerous factors reviewed for their impact, PD-L1 (Programmed 

Death Ligand 1 or CD274), a PD-1 (Programmed Death protein 1) ligand capable of inducing 

immunotolerance in normal context, has been frequently linked to tumor progression and 

aggressiveness (Keir et al. 2008; Hirano et al. 2005). Thus, in GBM, PD-L1 expression at the 

membrane promotes immune escape from T-cell induced cytotoxicity and influences directly 

cell proliferation, migration, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) (Parsa et al. 2007; 

Nduom et al. 2016; Dermani et al. 2019; Keir et al. 2008). Therefore, PD-L1 is closely linked 

and involved in numerous tumor proteins and mechanisms and it currently considered as a 
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relevant therapeutic target (Litak et al. 2019; Qiu et al. 2018). Although the effect of PDL-1 

has been mostly described in the context of cell-cell contact, it has also been found in the 

tumor microenvironment through its dissemination by EVs. It plays a role in immunotolerance 

providing a tumor-promoting environment. (Lawler et al. 2020; Ricklefs et al. 2018). Since 

current therapeutic strategies are inefficient in glioblastoma, new treatments based on PD-

1/PD-L1 targeted immunotherapy have been assessed or on going evaluated to improve the 

management of its tumor.  To this day, no major improvements have been achieved, in 

combination with Stupp protocol in GBM tumors.  Neither simple nor combined therapy 

resulted in a significant advantage towards patient survival (Lukas et al. 2018; Reardon et al. 

2017; 2019). In those cases, tumors seem able to use a therapeutic escape around the PD-

L1/PD-1 axis for reducing direct targeting by blocking antibodies. In order to avoid these 

emerging resistances, a thorough understanding is required regarding the ligand and its 

cross-interactions with other proteins involved in tumor growth. Thus, further studies could 

facilitate the identification of new potential partners, their connection, and their impact on 

tumor aggressiveness.  

In previous studies, we demonstrated the presence of NGFR in TrkB-containing EVs 

which promote the transfer of glioblastoma aggressiveness (Pinet et al. 2016). NGFR 

(Neurotrophic Growth Factor Receptor, or p75NTR) is involved in survival pathways in both 

normal and cancer cells, mainly through control of p53 functions (Arévalo et Wu 2006; Zhou 

et al. 2016). Thus, NGFR has been found implicated in many tumoral processes, such as 

invasion, axonal growth, and apoptosis, in numerous tumor types, including GBM tumors 

(Johnston et al. 2007; He et Koprivica 2004; Ibáñez 2012). Since its tumor growth and 

survival impact, NGFR affords a potential target useful for GBM treatments. In both tumor 

cell and on their neighboring, NGFR expression is linked to the aggressiveness and tumor 

growth potential. If a low NGFR expression usually acts as an anti-tumor effector, some 

gliomas express a higher expression, sustaining cancer process (Meldolesi 2017). A 

correlation has been established between the expression levels of PD-L1 expression and 

those of this neurotrophin receptor on melanoma cells (Furuta et al. 2014). In this study, they 

focused on NGFR because this molecule was reported as being crucial in identifying the 

tumor-initiating populations in melanoma tissues. They demonstrated that melanoma cells 

that express PD-L1 also express NGFR after stimulation with IFN-γ, and that both PD-L1 and 

NGFR suppress tumor-specific cytotoxic T-lymphocytes activation.  

The search for biomarkers in glioblastoma patients is a major issue for monitoring the 

aggressiveness and thus tumor progression and its therapeutic response. Thus, considering 

the knowledge of the effects of NGFR on the aggressiveness of the tumor and the role 

played by PDL-1 on the therapeutic resistance in both cells and EVs, our work consisted in 

searching for the existence of a putative NGFR-PDL-1 complex in cells and exosomes.  

We will demonstrate the existence of a novel association between NGFR and PD-L1 

in GBM that could potentially be used as both a marker of aggressiveness and poor 

prognosis on overall survival. This association is in the form of a protein complex, first 

discovered in EVs from patient sera and primary culture and then in tumor cells. While the 

complex shows involvement in tumor proliferation, its action may be inherent to tumor 
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heterogeneity and protein expressions. The complex may act as a more sensitive target on 

cells with low expression of NGFR and PD-L1.  

Materials and methods: 

Transcript quantification of NGFR and CD274 (PDL-1) and impact on glioma patient’s 

survival 

Gene expression profiling and clinical data of Brain Lower Grade Glioma (LGG) 

Glioblastoma multiform (GBM) cohorts were obtained from pan-cancer RNA-Seq data of The 

Cancer Genome Atlas project (TCGA) (GSE62944, Rahman M. et al., 2015). Raw counts 

from 154 GBM and 479 LGG were normalized using DESeq2 package (Love MI. et al., 2014) 

and normalized expression data for NGFR and CD274 (PDL-1) were collected. Brain tumors 

cohorts of TCGA were subdivided onto 229 grade II, 250 grade III and 154 grade IV, 

according to TNM staging and 119 oligoastrocytoma, 178 oligodendroglioma, 182 

astrocytoma and 154 glioblastoma, according to histological classification. Pairwise Wilcoxon 

test with Benjamini-Hochberg correction were applied for differential analysis between 

different groups of brain tumors according to grade or histology classification. Kaplan-Meier 

curves with log-rank test and Cox regression models (univariate and multivariate) were 

applied using survival and survminer packages (Terry M. et al., 2000) for survival analysis 

and evaluation of prognostic potential of NGFR and CD274 transcript level. All analysis were 

performed into R environment (version 3.6.1) and p < 0.05 were considered significant for all 

statistical analysis. 

Tissue Micro Array (TMA) analysis from glioblastoma patient samples 

 Glioma samples were obtained from the Tumor Biobank (CRBiolim; 

http://www.crbiolim.fr/) of Limoges University Hospital, following research project approval by 

the Institutional Review Board (AC-2013-1853, DC-2011-1264). TMA were produced by 2 

mm long tumor carrot in paraffin. 

 Sildes were obtained with 5 µm thick sections on Superfrostplus© and left overnight, 

before eliminating paraffin (two 10-minutes toluene baths) and rehydrate tissues (two 5-

minutes absolute ethanol baths). After two washes in water and PBS 1X (Gibco, 14190144), 

slides were permeabilized and demasked with three baths of citrate buffer pH 7.0 (micro-

waved 5 min at 750 W), then cooled down 3 h at RT and washed in PBS 1X. Peroxydase 

inhibition was achieved with methanol – 5 % H2O2 (10 min at RT), then washed once with 

distilled water and twice with PBS 1X. Slide saturation was made with PBS 1X – 3 % BSA for 

30 min (BSA : Seqens, 1000-70), then slides were incubated with their respective antibody 

diluted in saturation buffer (anti-PD-L1, rabbit, Diagomics, 1/200; anti-NGFR, rabbit, Santa 

Cruz Biotechnologies, 1/300) overnight at 4°C. After three PBS 1X washes, slides were 

incubated with HRP-coupled secondary antibody (Dako, K2003) 30 min and washed again 

thrice with PBS 1X. Revelation was obtained a short DAB incubation (Sigma-Aldrich, D8001) 

and stopped with repeated water washes. After a counterstaining with hematoxylin and a 

marking enhancement with lithium carbonate, slides were dehydrated with two baths of 

absolute ethanol and one toluene bath. Finally, slides were mounted with Eukit mounting 

medium (Fluka, 03989). 
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Glioblastoma patient sera and primary cell cultures 

 Glioma samples were obtained from patients, naïve from chemo- and radiotherapy, 

who underwent surgery at Limoges. Glioma samples were obtained from the Tumor Biobank 

(CRBiolim; http://www.crbiolim.fr/) of Limoges University Hospital, following research project 

approval by the Institutional Review Board (AC-2013-1853, DC-2011-1264).  

Glioblastoma cell lines and culture 

Human glioblastoma cell lines, U87-MG and LN18, were provided from the ATCC (American 

Type Culture Collection).  

 All GBM cell lines were cultivated within complete medium composed of Dulbecco’s 

Minimum Essential Medium (DMEM, Gibco, 31966-047) completed with 10 % FBS (Foetal 

Bovine Serum, Seqens), 1 % Penicilin/Streptomycin (Gibco, 15-140-163), 1 % sodium 

bicarbonate (Gibco, 25-080-102) and 1 % non-essential amino acid (Gibco, 11-140-035) in 

an incubator with controlled environment (37°C, humified atmosphere with 5 % CO2). 

 To produce EVs, cells from U87-MG and LN18 were placed in an EV-depleted 

complete DMEM. This medium contains the same supplements; the only difference resides 

in the use of depleted FBS (depleted by a 16h centrifugation at 120,000 g). Cells were then 

incubated 48 h at the ratio of 2.106 cells per T175 flask, for each condition. The supernatant 

was recovered and processed for further use. 

EVs extraction and analysis 

EVs were extracted and characterized according to ISEV guidelines (Théry et al., 

2018). The EVs extraction was obtained through differential ultracentrifugation. The first 

round was at 300 g for 5 min. Then, the supernatant was submitted to 18,000 g for 30 min, 

then to 120,000 g for 2 h. To clean EVs, another round is done with DPBS 1X (Dulbecco’s 

Phosphate Buffered Saline, Gibco, 14190-004) at 120,000 g for 2 h. 

EVs size distribution was analyzed by Nanosight NS300 (Malvern Panalytical), 

hyphenated with the NTA software after a 1/10 dilution in DPBS 1X. 

EVs are collected in EV-depleted medium and then incubated 30 min with Tat-Pep5 

(10 µM, Sigma-Aldrich, 506181) and/or anti-PD-L1 blocking antibody (5 µg/mL, Invitrogen, 

16-5983-82) at 37°C. To remove the excess of inhibitors and concentrate EVs again, we ran 

a last run of 120,000 g in 2 h and recover them in EV-depleted medium to use it on cells. 

Western blot 

 Lysis of cells or exosomes was made with a home-made lysis buffer (50 mM Tris-HCl 

pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0,5 % sodium deoxycholate, 0.1 % SDS, 100 µg/mL 

PMSF, complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail [Roche, 11873580001]) and using 

sonication (Vibra-Cell VCX130). Protein concentration was determined with Quick Start 

Bradford 1X Dye Reagent (Bio-Rad, 5000205). Samples were then prepared in 4X Leammli 

Sample Buffer (Bio-Rad, #161-0747). 

Proteins are then made through SDS-PAGE gel electrophoresis and then a PVDF 

membrane. Obtained membranes are then blocked with a TBS 1X – 0.1 % Tween-20 – 5 % 
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BSA solution for 1 h at room temperature and then incubated with the right primary antibody 

at 4°C overnight. Depending on the species used, membranes are incubated with secondary 

HRP-linked antibodies for 1h at room temperature. Antibodies used are listed below:  

Antibody Supplier Ref. Dilution used 

Anti-NGFR Santa-Cruz Biotech. sc-8317 1/500 

Anti-PD-L1 Origene CF808771 1/1,000 

Anti-actin Sigma-Aldrich A5441 1/10,000 

Anti-CD63 Abcam ab59479 1/1,000 

Anti-CD9 Sigma-Aldrich SAB1402143 1/500 

Anti-CD81 Santa-Cruz Biotech. sc-166029 1/500 

Anti-HSC70 Santa-Cruz Biotech. sc-7298 1/500 

Anti-rabbit, HRP-linked Agilent Dako P0447 1/1,000 

Anti-mouse, HRP-linked Agilent Dako P0448 1/1,000 

Protein presence is revealed with the use of Immobilon ECL Ultra Western HRP 

Substrate (Merck, WBKLS0500) on G:BOX (Syngene). 

Immunoprecipitation 

 Cells or EVs were lysed in IP Buffer (50 mM Tris-HCl pH7,5, 150 mM NaCl, 1 % 

Triton X-100, 2 mM EDTA) for 15 min on ice and centrifuged for 15 min at 17,000 g. Protein 

supernatants are then extracted and used for the rest of the experiment. DynabeadsTM 

Protein G for Immunoprecipitation (Invitrogen, 10004D), first incubated with proteins, are 

then incubated with anti-PD-L1 (Origene, CF808771, 1/100) or anti-NGFR (Santa-Cruz 

Biotechnologies, sc-8317, 1/100) antibodies diluted in IP Buffer 1 h at RT. After washing 

beads with IP Buffer, 200 µg of cell or EV lysate were incubated with beads on a wheel ON 

at 4°C. After cleaning the beads, the antibody-protein complex was resuspended in 4X 

Leammli Sample Buffer 5 min at 95°C and the rest followed the WB protocol. 

Immunocytofluorescence 

 Cells were incubated on Lab-Tek II Chamber Slide (Nunc, 154534) overnight at 2.104 

cells per well. After, they were fixed with PBS – 4 % PFA (Sigma-Aldrich, F1635) for 10 min 

at RT, washed 5 min at RT with PBS 1X and then permeabilized 10 min at RT with TBS 1X – 

0,1 % Triton X-100. After a 5 min wash with PBS 1X at RT, plates were saturated with a PBS 

1X – 3 % BSA solution for 30 min at RT before being incubated with primary antibodies in 

saturation solution (anti-NGFR antibody, mouse, Santa-Cruz Biotechnologies, sc271708, 

1/50; anti-PD-L1 antibody, rabbit, Abcam, ab205921, 1/200) overnight at 4°C. After 

incubation, cells were washed three times 5 min at RT with PBS 1X and then incubated with 
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secondary antibody solutions, based on saturation solution, for 1h at RT in the dark: donkey 

anti-mouse IgG (H+L) ReadyProbesTM Secondary Antibody Alexa Fluor 594 (Invitrogen, 

R37115, 1/10,000) and goat anti-rabbit IgG (H+L) Highly Crossed-Adsorbed Secondary 

Antibody Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A11034, 1/10,000). After three last 5 min washes at RT 

with 1X PBS, the slides have been mounted with FluoroshieldTM with DAPI (Sigma, F6057) 

and dried for 15 min at RT in obscurity. 

 Slides were observed and images were obtained with the inverted microscope Leica 

DMi8 and the software suite LAS X. 

Click-iT Edu Imaging Kit 

 To observe differential proliferation rates, we used the Click-iT™ EdU Cell 

Proliferation Kit for Imaging, Alexa Fluor™ 594 dye (Invitrogen, C10339). Cells were 

incubated on 96-well plates overnight at 2.104 cells per well. Then, cells were incubated 2 h 

with 1X Edu Solution and fixed with a 3,7 % PFA – PBS 1X, 15 min at RT. Permeabilization 

was then realized with 0,5 % Triton X-100 – PBS 1X for 20 min at RT and Cells were 

incubated with Click-iT Plus reaction cocktail, for 30 min protected from light at RT. After 

washing, staining was carried out with a 1X Hoechst® 33342 for 30 min away from light at 

RT. After last washings, plates were observed, and images were obtained with the inverted 

microscope Leica DMi8 and the software suite LAS X. 

PD-L1 surface biotinylation 

 Cells are incubated overnight with 5.103 cells / cm² and then with PBS-CM8 (PBS 1X, 

1mM MgCl2, 0,1 mM CaCl2, pH 8,0) for 5 min. Membranous proteins were biotinylated with 

0,5 mg/mL EZ-link Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Scientific™, 21331) – PBS-CM8 for 25 min 

at 4°C and washed thrice with Quenching Buffer (PBS-CM8, 0,5 % (p/v) BSA, 50 mM 

glycine) 5 min at 4°C. Cells were then incubated with the appropriate EV treatment 24 h in 

cell incubator. Recovered cells were frozen at 4°C, debiotinylated with 6 20-min baths in 

Stripping Buffer (50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,2 % (p/v) BSA, 100 mM MESNA, 

pH 8,6) at 4°C. After 3 Quenching Buffer baths, cells were lysed with Lysis Buffer (10 mM 

Tris, 0,5 % (p/v) DOC, 1 % (v/v) NP-40, 1 mM Pefabloc protease inhibitor cocktail, pH 7,5) 30 

min on ice. Supernatant was recovered after 16 500 g centrifugation, for 5 min à 4°C. 2 

µg/µL protein lysate was used with 15 µL of Pierce™ High-Capacity Streptavidin Agarose 

(Thermo Scientific™, 20357) ON at 4°C to recover remaining biotinylated protein and the rest 

is used as control for WB. After washing beads with NET Buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 

5 mM EDTA, 0,05 % (v/v) NP-40, pH 7,4), biotinylated proteins were eluted with 4X Leammli 

Sample Buffer 5 min at 95°C. 
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Results: 

Both NGFR and PD-L1 high expressions are linked with bad prognosis in GBM 

patients, proving their potentials as prognosis markers  

As NGFR and PD-L1 are known pro-tumor factors, we investigated The Cancer Genome 

Atlas (TCGA) to see their expression in our tumor model. First, NGFR is shown growing with 

the glioma grades, peeking its highest level with grade IV (aka glioblastoma) (fig 1A). 

However, a significant increase of NGFR gene levels irrespective of grades is only shown in 

glioblastoma compared to other subtypes (fig 1B). Both these analyses show with both 

aspects significant NGFR overexpression only present in glioblastoma, compared to other 

glioma types. Similar observations can be done with PD-L1 expression on the platform 

suggesting that changes of both biomarkers could be linked. On glioma grades, PD-L1 

shows a significant overexpression on grade IV, compared to the other grades (fig 1C). On 

the same comparison as previously studied, PD-L1 expression is also significantly more 

expressed in GBM than in other histological types (fig 1D). These findings confirm that both 

genes are more expressed in GBM than any other form of gliomas, justifying their studies in 

this aggressive type of glioma. In addition, the analysis of NGFR and PD-L1 protein 

expression confirms higher expression in GBM in tissue microarray (TMA) (fig 1E). 

Altogether, these data suggest that changes of both biomarkers could be closely linked and 

might play a key role in tumor progression.  

To confirm their significance on GBM progression and patients outcome, we used the GlioVis 

tool to determine the link between their expression and the overall survival. First, a higher 

expression of NGFR is significantly associated with a lower survival, compared to patients 

with a lower expression (fig 1F). In a similar manner, the median survival of high PD-L1 

harbored patients is significantly decreased compared to those with lower PD-L1 expression 

(fig 1G). Univariate and multivariate analyses show elevated Hazard Ratios for NGFR (4.06 

and 3.62 respectively) and for PD-L1 (2.56 and respectively 2.11) suggesting a bad 

prognosis value on overall survival in GBM for both genes (fig 1H). . In parallel, a lower 

expression of each gene, with a lower HR, tends to give a better survival among patients. 

These results emphasize that both NGFR and PD-L1 as prognosis factors, which their high 

expressions connect to a poor overall survival. Altogether these results indicated that both 

gene are implicated on patient’s survival, independently. 

To build up a possible link between them on the same subject, we analyzed in a second time 

the overall survival of patients with the same expression level of both genes, with the GlioVis 

tool. Our results confirm that a combined high expression of NGFR and PD-L1 lead to poor 

overall survival, compared to patients with a low expression of both genes (fig 1J). This 

result suggests a synergic effect between the two genes within GBM tumors. The potential 

effect of both genes on overall survival and their prognosis value in GBM led us to search a 

direct link between both proteins as previously described (Furuta et al. 2014). We therefore 

investigated ex vivo and in vitro the possibility of a greater association between these two 

factors in GBM patients. 
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Ex vivo and in vitro insights of NGFR and PD-L1 shows a brand-new protein complex 

in EVs that could highlight the mechanism by which GBM is able to overcome 

immunotherapy treatment. 

 Based on our previous findings demonstrating the presence of NGFR in EVs (Pinet et 

al., 2016) and in order to establish the link between NGFR and PD-L1 proteins in GBM 

patients. We decided to study further the potential protein association NGFR-PD-L1 by 

analyzing the presence of NGFR and PD-L1 inside EVs released in patients serum. The 

analysis of EVs allows to detect both NGFR and PD-L1 in 7 GBM patients suggesting both 

proteins might be used as circulating biomarkers (fig 2A).  
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Figure 1: High level of NGFR and PD-L1 expression are both linked to bad survival in gliomas altogether 
Except to panel E, differential expression and survival analysis were based on RNAseq transcript levels of patients 
composed the LGG (Low-Grade Gliomas, n=479) and GBM (Glioblastoma, n=154) cohorts from The Cancer Genome 
Atlas (TCGA). 
A to D - NGFR and CD274 mRNAs are significantly overexpressed in GBM, compared to other lesser aggressive grades / 
histological types of gliomas. Red symbols correspond to average expression level for considered grade/histological 
group. ns, no significant *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001 according to Mann & Whitney test with 
Benjamini-Hochberg correction.  
E – Immunoblots show greater protein levels of NGFR and CD274 (PD-L1) in GBM compared to LGG.  
F & G – Kaplan-Meier plot of LGG and GBM based on stratification according to mRNA level of NGFR (F) and CD274 (G) 
(high level vs. low level, threshold: median expression). P value correspond to log-rank test. High NGFR and CD274 
expression show a negative impact on patients’ survival, compared to patients with low expression level.  
H – Univariate and multivariate Cox regression results of NGFR and CD274 expression level related to overall survival. 
CI, Confidence interval of Hazard ratio.  
I – Impact of factors on survival analysis were summarized by forest plot representation of multivariate Cox regression. 
Looking at both factors, we see they have a significant impact on the patients’ survival, with higher levels correlated to 
higher Hazard Ratios (HR) and vice versa.  
J – Prognostic value examination of new factor related to overall survival, based on combination of NGFR and CD274 
levels by Kaplan Meier plot and univariate Cox regression. When both factors are combined, higher expressions of 
NGFR and CD274 have a significant negative impact on patients’ survival, more important than with separated factors. 
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Since NGFR is likely to bind other receptors (Meldolesi 2017), we determined whether it 

could interact physically with PD-L1. Thus, we investigated by immunoprecipitation (IP) their 

potential physical link in circulating EVs from patients serum. This experiment demonstrates 

for the first time the formation of protein complex between the two proteins NGFR and PD-

L1, released in blood inside circulating EVs (fig 2B). This result provides evidence of close 

association of the two proteins in GBM context and the first indication of a physical bond 

between the two ever described. Given that the impact of both factors plays a key role in 

oncogenesis, the detection of this complex in circulating EVs via liquid biopsy might be of 

prime importance for improving the monitoring of tumor growth and development. 

 To confirm the presence of NGFR/PD-L1 complex in EVs derived from tumor cells 

and to analyze the influence of its transfer through recipient tumor cells, we transposed the 

same experiment from patients serum to glioblastoma primary cells culture and glioblastoma 

cell lines. We performed an IP and validated the presence of the NGFR/PD-L1 complex in 

EVs released from primary GBM cells, thereby supporting its transfer from GBM cells to the 

tumor microenvironment, as previously observed in patient serum. (fig 2C). Furthermore, we 

also analyzed its presence within the EVs producing cells via a similar IP approach and 

confirmed for the first time the presence of this new complex within the cell itself (fig 2D). 

These results allowed us to assess a potential role of this complex not only on the 

neighboring cells through EVs, but also on the tumor cells themselves, connected to the pro-

tumor role of both proteins. 

Among GBM cell lines, NGFR and PD-L1 is expressed with various expression levels 

and the new protein complex can be found in these cells.   

 First, the expression of both NGFR and PD-L1 genes was analyzed within glioma cell 

lines from TCGA database. No correlation can be found between the expression of both 

genes. On the contrary, the analysis confirmed the large variety of expression within glioma 

cell lines (fig 3A). These observations lead us to choose two GBM cell lines with different 

expressions of NGFR and PD-L1 to study the complex presence and its effect. We decided 

to use U87-MG and LN18 cell lines, with a similar PD-L1 expression but a lower NGFR 

expression in LN18 compared to U87-MG cell line. 

 As a test, the protein expression of both NGFR and PD-L1 was studied in both 

selected GBM cell lines. Both proteins were expressed in WCL from U87-MG and LN18 

confirming the presence of both actors in GBM cell lines as observed ex vivo (fig 3B-3C). 

Interestingly, the level of NGFR expression in both cell lines agrees with those already 

described in transcriptomics analysis suggesting that no specific regulation occurs following 

transcriptomic expression.  

 To determine whether NGFR and PD-L1 are co-expressed in the same tumor cells, 

their colocalization within the cells of both tumor cell lines was performed with 

immunofluorescence (IF). Our results confirmed the strong colocalized expression of both 

proteins in U87 cells whereas this one was more moderated in LN18 (fig 3D). These 

changes of expression between both cell lines can be explained by the discrepancies of 

NGFR expression (low NGFR level in LN18 compared to U87-MG). Altogether these new 
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results complement those already obtained ex vivo and emphasize the ubiquitous nature of 

NGFR/PD-L1 complex within the GBM cell lines. 

 To demonstrate physical bond between PD-L1 and NGFR in tumor cells, the 

presence of the NGFR/PD-L1 complex within GBM cell line was investigated and detected in 

U87-MG and LN18 WCL (fig 3E-3F). As this complex is synthetized in GBM cells 

themselves, we try to determine if GBM cell lines were likely to transfer it in tumor 

microenvironment via EVs as already observed with patient samples. 

 

Figure 2: NGFR and PD-L1, expressed ex vivo and in patients’ sera, forms a new NGFR/PD-L1 complex  
A – NGFR and PD-L1 presence are confirmed in EVs, extracted from GBM patients’ sera.  
B – Highlighted by immunoprecipitation in GBM patients’ sera, both factors form a brand-new complex, adding possibly 
new roles to these proteins within the tumor vicinity and in more distant relationships.  
C & D – Transposed to GBM primary cultures, PD-L1 and NGFR are also found in the same NGFR-PD-L1 complex, 
assessing their in vivo spreading in the tumor microenvironment and their passing in the circulation. 
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The presence and transport of this brand-new complex were respectively validated in 

U87-MG and in LN18 EVs by using IP (fig 3G-3H). Both results confirm that the newly 

discovered complex isn’t an exception and can be found in several GBM cell lines. These 

discoveries allow to assume that its presence in both cell and exosomes allow its 

dissemination within microenvironment and general circulation. Further studies are needed to 

better understand the effect and influence of the complex release on neighboring tumor cells. 

Figure 3: NGFR and PD-L1 also create the same complex in GBM cell lines, both in EVs and WCL  
A – Expression of both NGFR and CD274 highly vary through different glioma cell lines without any correlations 
between them (TCGA).  
B – Despite various mRNA expression of both NGFR and PD-L1, both U87-MG and LN18 cell line show their protein 
expression in WCL.  
C – Looking at their cellular localization, both NGFR and PD-L1 shows an expression in the same regions, allowing to 
suppose a colocalization of the two partners in the tumor cells, depending only on their respective protein expressions. 
D & E – Through immunoprecipitation, PD-L1 and NGFR proteins form the brand-new complex, in both WCL cell line.  
F & G – In the meantime, EVs from the tumor cell lines express the complex, permitting its liberation and its action 
among cells; the translational discovery of our new complex, its external release, correlated with pro-tumor effects of 
both proteins, raise interest towards its impact and the mechanism applicated. 
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NGFR/PD-L1 complex stimulates cancer proliferation by its presence and its EVs 

spreading within tumor microenvironment 

 NGFR/PD-L1 complex is released and spread via EVs in the microenvironment, 

however its direct effect and impact on tumor cells are still unknown. To better understand 

the function of each partner of this complex and their potential influence, isolated EVs were 

previously treated with a combination of two inhibitors Tat-Pep5 and PD-L1 antibody in order 

to respectively inhibit cytoplasmic pathways activated by NGFR and prevent the interaction 

of PD-L1 with PD-1. These inhibitors were incubated with extracted EVs from GBM cell lines, 

before being transferred to recipient cells. 

 The proliferation rate of U87-MG cells treated or not with the inhibitor panel for 48h 

was studied (fig 4A). At 24h, the cell proliferation was significantly decreased upon NGFR-

blocked EVs treatment with Tat-Pep5 (p = 0.008239). This markedly inhibitory effect might be 

due to the elevated NGFR expression level in U87-MG compared to the rest of glioma cell 

lines. Indeed, the inhibition of proliferation remains more moderate when LN18 cells are 

treated with EVs previously blocked with Tat-Pep5 (fig 4B). Unlike in U87-MG cell line, every 

combination of blocking treatment trigger efficient and quick proliferation inhibitory response 

within 24h (fig 4B). But no treatment seems to be more effective than another; contrary to 

what has been seen previously, which is consistent with its average expression of both 

genes in GBM cell lines. At 48h, every treated condition with NGFR- and/or PD-L1-blocked 

EVs shows a significant diminution of U87-MG proliferation (fig 4A). These results suggest 

that the impact of EVs processing on cells requires a transfer of their content into the target 

cells thereby inducing an additional delay of action leading to a later block of proliferation (p = 

0.005075, p = 0.004998 and p = 0.005075, for respectively EV + Tat-Pep5, EV + anti-PD-L1 

and EV + Tat-Pep5 + anti-PD-L1 treatments). Similar observations were done with LN18 cell 

lines. Nevertheless, no significant differences are observed from the different treatments at 

48h whatever GBM cell lines and the NGFR-blocking treatment did not keep its greater 

impact shown in U87-MG at 24h compared to other treatment combinations. Finally, different 

treatments are effective in limiting the action of NGFR and PD-L1 on the proliferation of 

recipient tumor cells. In both cases, we can determine the effect of the complex transfer on 

recipient cells is significant for the cancer cells growth. Moreover, we can confirm that the 

new complex NGFR-PD-L1 and both their partners individually are key to induce proliferation 

signals within our cancer cells, also being confirmed by the same observed effect of GBM 

cells alone (Supplementary fig. 2).  

Altogether these data confirm that the EVs-circulated complex NGFR/PD-L1 has a 

proliferative impact in GBM tumors which could be prevent by inhibiting its transfer through 

EVs or by blocking this complex directly inside EVs.  

 Given its impact on proliferation, we sought to assess the effect of treatment on the 

PD-L1 bioavailability at the membrane and during its internalization process. In order to 

better understand how the complex NGFR/PD-L1 might activate membranous and 

cytoplasmic pathways following its transfer via EVs in target cells, the internalization of PD-

L1 upon the modified EVs treatment were analyzed. Thus, through surface biotinylation and 
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concomitant treated of inhibited EVs, we tried to analyze the direct effect of both the complex 

within neighboring cells and its inhibition via indirect treatment. 

The internalization of PD-L1 increased with the treatment of both complex partners within 

both cell lines. When PD-L1 and NGFR are blocked within transferred EVs, cells seem to 

internalize PD-L1, possibly to overcome the lack of activity of the inhibited complex towards 

cytoplasmic pro-tumoral pathways, as it has already been observed (Gurung et al. 2020; Li et 

al. 2018). But to grow a better understanding of these mechanisms, we sought to determine 

the fate of PD-L1/NGFR complex following its transport notably the non-canonical pathway of 

PD-L1. To study in more detail the complex effect and to assess activation of membranous 

and cytoplasmic pathways, we looked at the internalization of PD-L1 upon the modified EVs 

treatment. First, we looked at these effects on U87-MG cell lines with surface biotinylation 

(fig 4C). Results show an internalization tendency of PD-L1 with the PD-L1-blocked EVs 

treatment, but nothing significant enough. At the same time, we looked at the same 

mechanism within the LN18 cell line (fig 4D). If we can point at the same tendencies as 

previously discovered, there were still nothing significant enough. Those discoveries allow to 

suggest that all the EV blocking treatments, although capable of affecting cell proliferation, 

do not alter the relationship between PD-L1 and proliferation pathways, both cytoplasmic and 

membrane. A viable hypothesis emerging could be that the complex proliferative effects 

depend directly its additive effect towards NGFR and PD-L1 balance in GBM cancer cells 

and its presence at the cell surface. 

Figure 4: NGFR-PD-L1 complex shows a pro-tumoral effect in tumor microenvironment, stimulating neighbouring 
cancer cells growth.  
A & B – When cancer cells (U87-MG & LN18) are treated with extracellular vesicles (EVs) containing the complex, 
themselves incubated with one or both inhibitors, the same inhibiting effects are visible in a short term prospective 
(inhibitor peptide Tat-Pep5 against NGFR at 10 µM ; blocking antibody anti PD-L1 MAb 5 µg/mL).  
C & D – When stimultated with our previously described treatment, U87-MG and LN18 cells tends to internalize 
membranous PD-L1,  
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Discussion: 

NGFR (p75NTR) is already known to be involved in many tumoral processes in a large panel 

of tumor types, including GBM tumors (Johnston et al. 2007; Ibáñez 2012). Its presence was 

detected in TrkB-containing EVs which promote the transfer of glioblastoma aggressiveness 

(Pinet et al. 2016). However, preliminary results have showed a correlation between the 

expression levels of PD-L1 expression and those of this neurotrophin receptor in melanoma 

cells (Furuta et al. 2014). In GBM, PD-L1 expression is associated to immune escape from 

T-cell induced cytotoxicity and implicated in numerous oncogenic mechanisms such as cell 

proliferation or EMT (Dermani et al. 2019; Keir et al. 2008). Immunotherapy targeting PD-L1 

are likely to inhibit tumor escape and are currently the most efficient on a broad tumor panel 

(Antonia et al. 2016; McDermott et al. 2016; Rosenberg et al. 2016), nevertheless they failed 

to improve GBM management. The mechanisms by which tumors overcome immunotherapy 

effect are still unclear. In this study, we suggest a brand-new association between NGFR and 

PD-L1 in GBM that might be involved in immune escape and represent a new circulating 

biomarker. In preliminary results, we confirm in silico the overexpression of both PD-L1 and 

NGFR, within GBM. This result was consistent with previous studies in which both genes 

expression have been detected higher level in GBM than in LGG (Yao et al. 2009; Johnston 

et al. 2007). Since PD-L1 and NGFR together are independently associated with a significant 

low survival in patients, their combination may emerge as a viable candidate for tumor 

progression and monitoring (Alshehri, Robbins, et Senger 2017; Hao et al. 2020). Further 

evidence of their close link was provided by their joint stimulation upon IFN-γ activation in 

melanoma (Furuta et al. 2014; Qian et al. 2018). Altogether our preliminary in silico results 

and previous works suggest a possible association between NGFR and PD-L1 in GBM and 

its involvement in patient survival. 

 Our previous works demonstrated that the transfer of TrkB neurotrophin receptors via 

extracellular vesicles plays a key role in glioblastoma progression and aggressiveness (Pinet 

et al., 2016). Since p75 and PD-L1 are also exported by these nanovesicles, we chose to 

focus on their association and their impact on tumor monitoring (Pinet et al. 2016; Himes et 

al. 2020). In a similar manner to that of many pro-tumor factors, we looked for their 

dissemination in tumor-released EVs, in order to create a pro-tumoral environment likely to 

promoting tumor cell proliferation (Kucharzewska et al. 2013; Bronisz et al. 2014; Treps et al. 

2016; van der Vos et al. 2016). Thus, both proteins have been found implied in various 

aspects of tumor growth, from cells themselves to their presence in EVs. In one hand, 

studies had shown the implication and liberation of PD-L1 in GBM tumor microenvironment. 

PD-L1 has been mostly determined to induce immunotolerance in GBM, through their EV 

liberation (Ricklefs et al. 2018). Based on the pro-tumor effect of endogenous PD-L1 in cells 

on various cancers, we have been able to confirm its presence in cell line EVs and to assess 

their effect toward GBM (Gato-Cañas et al. 2017; Zhao et al. 2017). In the meantime, NGFR 

has also been connected to numerous tumor pathways, all pointing towards survival and 

proliferation in both cell and EV aspects (Ahn et al. 2016; Pinet et al. 2016; Zhou et al. 2016; 

Tong et al. 2018). With both factors associated and found in EVs, we looked for deeper 

association than a gene expression correlation, in EVs at first. A further link to their close 

connection can be found with the ability of NGFR to form complexes with many receptors 
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such as sortilin/NTSR3 and TrkB (Nykjaer et al. 2004; Barker 2004). Indeed, the presence of 

a flexible juxtamembrane domain allows NGFR to bind many proteins, just like other 

members of the TNFRSF (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily) receptors (Mineev 

et al. 2015). This result supports the hypothesis of a link between both proteins. At this point, 

the demonstration by co-immunoprecipitation of a novel NGFR / PD-L1 complex in cells and 

EVs provided further evidence of their importance in GBM. Our results confirmed the 

characterization of NGFR/PD-L1 complex in two distinct glioblastoma cell lines as well as 

primary cultures and patient EVs suggesting its significance in GBM and that it might be 

useful for diagnosis, prognosis, and therapy. Since both proteins belonging to this complex 

are differentially expressed according to glioma stages, this complex might also afford a 

relevant biomarker to assess tumor aggressiveness and follow glioma progression. 

Nevertheless, a better understanding of the main characteristics of both partners and its 

action mode was required.  

 In order to investigate more thoroughly the main effects of each partner within the 

complex, we then focused on tumor cell mechanisms. PD-L1 and NGFR are usually 

expressed in cell membrane. Nevertheless, the characterization of NGFR / PD-L1 complex in 

EVs suggests that it has undergone an endosomal trafficking towards multivesicular bodies, 

from its presence on cell membrane.  As given the PD-L1 internalization was already 

demonstrated in breast cancer, we search to analyze similar mechanism with this complex to 

assess its possible consequence (Li et al. 2018). The internalization process due to the 

complex formation might explain the failure of PD-L1 immunotherapy  (Lukas et al. 2018; 

Reardon et al. 2017; 2019). A direct crosstalk or transactivation between PD-L1 and NGFR 

within the complex might be implemented thereby conduces to inhibit PD-L1 immunotherapy 

blockage and might promote fails tumor progression (Tsukamoto et al. 2018). To this end, we 

could research the effect of the complex, through one of the major pathways dependent of 

PD-L1, the Ras pathway (Qiu et al. 2018). This pathway is already reported to be involved in 

several oncogenic mechanisms in GBM such as proliferation, Mesenchymal Epithelial 

Transition (MET) and invasion (Qiu et al. 2018). To better understand the tumor immune 

escape upon immunotherapy with anti-PD-L1, the impact of conjoint inhibition of the complex 

on tumor proliferation, through Ras pathway could be investigated. As given that when tumor 

cells were treated by EVs in which the complex was blocked or not with inhibitors, these 

targeted cells are likely to receive the complex and internalize it to induce the Ras pathway 

thereby leading an enhanced tumor cell proliferation. Even more, the activation of Ras 

pathway could end with a stimulation of PD-L1 expression (Coelho et al. 2017). These 

findings could show that a single inhibition could induce a shift towards the activation of Ras 

pathway, and so pro-tumoral aspects, explaining the failure of PD-L1 immunotherapy in 

GBM. As previous results showed, co-inhibitory immune complex consisting of CLTA-4, B7, 

PD-L1 and PD-1 assembly at the interface between T cells and antigen presenting cells 

could be able to down-regulate co-inhibitory signaling induced by B7 and PD-L1 due to cis-

interaction between these two ligands (Su, Dhusia, et Wu 2021). Thus, these co-regulatory 

mechanisms might be also triggered by the novel NGFR / PD-L1 complex. Hence, the new 

complex NGFR/PD-L1 could also explain the failure of PD-L1 immunotherapy, by this shift in 

pathway activations. On the contrary, the restauration observed with both inhibitors could 
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help counteract the tumor immunotherapy escape suggesting a true prospect of therapeutic 

use.  

 Altogether our results suggest that NGFR/PD-L1 complex could be used as a tumor 

biomarker, given the impact of both factors on patient survival and tumor proliferation, and its 

availability in serum. Moreover, its pro-tumor impact on cells would allow it to be used as a 

therapeutic complement as well. As demonstrated the presence and transfer of this complex 

in EVs paves the way to new therapeutic strategy based on the direct targeting of NGFR/PD-

L1 complex in EVs. This original approach could allow to promote tumor accessibility for 

treatments and to improve their efficacy. This work opens new insights regarding our 

understanding of PD-L1 immunotherapy failure. However, these results need to be deepened 

with studies led on patients and on the signaling pathway surrounding this complex thereby 

allows to improve therapeutic strategies and thus patients’ management. Nevertheless, the 

characterization of this complex, its transfer in EVs and its role on proliferation could also be 

of prime importance in order to better understand why current immunotherapy is limited in 

the management of GBM patients. 
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Supplementary data:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supp. Data 1: Characterization of patients EVs size (A-C), U87-MG (D) and LN18 (E) produced EVs size and markers (CD81 & HSP-70) 
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Supp. Data 2: On cells themselves, NGFR / PD-L1 inhibition exhibits the anti-tumoral effect, proving the complex role 

in GBM cancer cells.  

A & B – Within producing cells themselves, the inhibition of one or both proteic partners can slow down cell 

proliferation of both U87-MG and LN18 cell lines (inhibitor peptide Tat-Pep5 against NGFR at 10 µM ; blocking antibody 

anti PD-L1 MAb 5 µg/mL).  
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Discussion 

 Des études antérieures ont démontré le rôle protumoral au sein des cellules 

tumorales des protéines PD-L1 et p75NTR dans différents cancers (Blondy et al., 2019; 

Iacovelli et al., 2016; Marchetti et al., 2004; Massi et al., 2014; Menter et al., 1994; Pinet et 

al., 2016; Rocha et al., 2006; Verbeke et al., 2010; A. Wang et al., 2015; Wu et al., 2006). 

Dans le mélanome, une corrélation d’expression entre ces 2 protéines a été mises en 

évidence et est associée à un mauvais pronostic (J. Furuta et al., 2014). L’association de 

p75NTR avec d’autres protéines (Trks, sortiline) est relativement bien établie dans la littérature 

(Benedetti et al., 1993; Bibel et al., 1999; Esposito et al., 2001; Teng et al., 2010). Ainsi, face 

à l’échec actuel des traitements par immunothérapies de l’axe PD-1 / PD-L1 dans le 

glioblastome, nous avons cherché s’il existe une corrélation d’expression entre PD-L1 et 

p75NTR similaire à celle constatée dans le mélanome. De plus, étant donné la capacité de 

p75NTR à interagir avec d’autres protéines, nous avons étudié la possibilité de formation donc 

d’existence d’un nouveau complexe protéiques entre p75NTR et PD-L1 dans le GBM. Enfin, 

ces différentes protéines membranaires étant disséminées au sein du microenvironnement 

tumoral via les vésicules extracellulaires, ce complexe pourrait participer au contrôle exercé 

par la tumeur sur le microenvironnement et représenter potentiellement de nouveaux 

biomarqueurs circulant de l’agressivité tumorale.  

Composition du complexe p75NTR / PD-L1 

Afin d’appréhender le mécanisme d’action de ce nouveau complexe, il est important 

d’étudier sa composition en détails. En effet, les voies de signalisation impliquées lors de 

l’activation du complexe pourraient être fonction de sa composition protéique et / ou de ses 

interactions à la membrane. De plus, ces interactions permettront d’anticiper les possibles 

mécanismes d’échappement thérapeutique ciblant le complexe, par la stimulation de ces 

partenaires en cas de blocage des protéines p75NTR et PD-L1. Une détermination de la 

stoechiométrie du complexe (dimérique, trimérique…) permettra d’évaluer l’importance 

relative de chacun des partenaires et leur degré d’implication dans le complexe.    

 Le récepteur p75NTR étant susceptible de former des complexes avec d’autres 

protéines, une analyse détaillée du complexe par spectrométrie de masse permettra 

d’identifier d’autres partenaires. Nous avons déjà identifié un certain nombre de partenaires 

potentiels. Parmi ceux-ci, on trouve notamment des protéines connues pour interagir avec 

p75NTR telle que la sortiline ou les récepteurs des neurotrophines (Benedetti et al., 1993; 

Bibel et al., 1999; Esposito et al., 2001; Jansen et al., 2007; Nykjaer et al., 2005, 2004; 

Nykjaer and Willnow, 2012; Teng et al., 2010). Concernant la sortiline, ce co-récepteur à 

domaine Vps10p est à la fois impliqué dans les voies de signalisation et le trafficking de 

protéines membranaires telles que les récepteurs des neurotrophines ainsi que leur ligand. 

Sa présence au sein du complexe pourrait contribuer à renforcer la disponibilité de ce 

dernier à la membrane ainsi que son action sur les voies pro-survies et pro-apoptotiques 

(Chen et al., 2005; Teng et al., 2005). Les récepteurs des neurotrophines, Trks, sont connus 

pour leur implication pro-tumorale, notamment dans le GBM, ainsi que pour leur interaction 

avec  p75NTR (Dechant, 2001; Eggert et al., 2000; Hantzopoulos et al., 1994; Hempstead et 
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al., 1991). La liaison entre ces deux partenaires pourrait donc s’établir également en 

présence de PD-L1 et être déterminante dans l’activation des voies de signalisation pro-

survie du complexe p75NTR / Trks. De plus, les récepteurs aux neurotrophines sont connus 

pour se regrouper au sein de rafts lipidiques favorisant la formation des agglomérats 

protéiques et donc des complexes de grande taille (Spencer et al., 2017; Tsui et al., 2015). 

Enfin, il a été démontré que la fusion des gènes codant pour les neurotrophines est 

généralement associée dans 23 % des cas avec l’expression de PD-L1 (Gatalica et al., 

2019). Ainsi, l’utilisation combinée des inhibiteurs des NTRK à ceux de PD-L1 pourraient 

représenter une nouvelle approche thérapeutique, inhibant la signalisation induite par ce 

complexe. 

 Aucune preuve n’a pu être établie concernant l’interaction potentielle de la sortiline 

avec PD-L1. Cependant, la fonction de la sortiline en tant que transporteur des récepteurs 

des neurotrophines, suggère des interactions croisées entre cette protéine à domaine Vps10 

et les protéines p75NTR et PD-L1(Jansen et al., 2007).  

Le récepteur p75NTR pourrait occuper une place centrale entre la sortiline et Trks dans 

un complexe associant les 3 protéines. L’influence du complexe sur la balance entre la 

sortiline et les Trks pourrait potentiellement privilégier la liaison avec les Trks au vu des 

effets protumoraux du complexe. En créant un modèle d’ARN interférence ciblant PD-L1, il 

sera possible d’observer l’effet de la formation du complexe sur la disponibilité de p75NTR au 

niveau de la membrane et sur la formation de ses complexes. Bloquant ainsi la formation du 

complexe p75NTR / PD-L1, l’impact éventuel de celui-ci sur la formation des complexes 

p75NTR / Trks et p75NTR / Sort1 donnera plus de poids à celui-ci. Par ce biais, il serait 

pertinent d’observer si indirectement, par la diminution de la quantité de p75NTR libre et par 

une affinité différente avec Trk et Sort1, la formation du complexe p75NTR / PD-L1 favorise 

celle de p75NTR / Trks. Ceci renforcerait l’effet pro-tumoral du complexe p75NTR / PD-L1. La 

formation du complexe p75NTR / PD-L1 pourrait ainsi stimuler la formation du complexe 

p75NTR / Trks et favoriser indirectement la stimulation des voies pro-survie découlant de 

celui-ci. De plus, une surexpression des protéines p75NTR et PD-L1 associée à une formation 

accrue du complexe au sein des gliomes de bas grade pourrait favoriser leur évolution vers 

des tumeurs de plus forte agressivité (grades III puis IV).  

Une meilleure compréhension de la composition et du lien entre les différents 

partenaires connus de p75NTR permettra d’analyser la dynamique du complexe à la 

membrane. Il s’avère essentiel de lier ces interactions avec les voies de signalisations afin 

d’évaluer au mieux la fonction de ce complexe dans le contexte tumoral. 

Les voies de signalisations associées au complexe 

 Les partenaires protéiques et leurs voies de signalisations, tant pro-survie que pro-

apoptose, sont parfaitement connus mais pas celles propres au complexe. Il est possible 

qu’à la suite de la formation de ce dernier, l’activation de certaines de ces voies soit 

modifiées ce qui influerait sur la transmission de l’agressivité au sein de la tumeur.  

 Concernant le récepteur p75NTR, il faudra étudier dans un premier temps les effets du 

complexe, activé ou non, sur les voies pro-apoptotiques ciblées par le récepteur isolé. Ces 

études pourraient se concentrer sur l’activation des caspases, notamment la caspase 3 mais 
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également la voie JNK (avec l’activation de c-Jun impliquée dans l’activation des gènes pro-

apoptotiques) (Hempstead, 2002; Nykjaer et al., 2005; Roux and Barker, 2002; Yeiser et al., 

2004). Les effets prolifératifs du complexe suggèrent que ce dernier permettrait de limiter 

l’effet pro-apoptotique habituellement engagé en privilégiant les voies de prolifération. Une 

étude comparative des effets du complexe sur la voie NF-κB par rapport aux effets 

prolifératifs du récepteur seul pourrait ainsi être menée (Ahmad et al., 2014; Carter et al., 

1996; Khursigara et al., 2001; Wooten et al., 2001). En plus de ces effets, au niveau des 

voies de prolifération, l’orientation et le choix des voies activées diffèrent en fonction des 

partenaires présents. La formation du complexe p75NTR / Trk a tendance à passer par 

l’activation de la voie Ras et de ses effecteurs Akt et MEK (Al-Yozbaki et al., 2020). Il a déjà 

été démontré que cette voie permettait d’activer l’expression de gènes pro-survies, favorisant 

ainsi la résistance des cellules tumorales à l’apoptose et pouvait aussi activer des gènes 

impliqués dans la différenciation et la croissance tumorale. Ainsi, confirmer l’effet du 

complexe sur ces voies contrôlées par p75NTR pourrait l’associer au phénotype agressif au 

sein du GBM. Le potentiel intérêt de son suivi chez les patients n’en sera que plus important. 

 Parallèlement, il convient d’étudier les effets pro-survie de PD-L1 reconnus au sein 

des voies de prolifération. Les effets de PD-L1 sont vastes, allant du maintien du caractère 

souche au switch métabolique (Chen et al., 2019). Via ce ligand, ce complexe pourrait cibler 

également les voies pro et anti-apoptotiques, en inhibant les premières et en activant les 

secondes afin de stimuler le développement tumoral.  La voie passant par la protéine Ras 

pourrait elle-aussi jouer un rôle central parmi les voies activées par le complexe. En effet, il a 

été démontré que les 2 protéines sont capables d’activer cette voie et ainsi stimuler les 

processus de prolifération, de migration et d’invasion tumorale (indirectement pour p75NTR, 

via son interaction avec les Trks) (Chen et al., 2019; Reichardt, 2006). Par ce biais, le 

complexe pourrait engendrer une augmentation de l’agressivité tumorale par son action sur 3 

voies de signalisation distincts. Tout d’abord, en inhibant la voie JAK-Stat, le complexe 

pourrait possiblement bloquer l’apoptose des cellules tumorales. Par la voie PI3K, il pourrait 

stimuler la prolifération et modifier le métabolisme cellulaire en activant la glycolyse pour 

faciliter l’adaptation tumorale. Finalement, en favorisant l’activation de BMI1, Oct4 et Nanog, 

le complexe permettrait également d’une part le maintien du caractère souche au sein des 

GSCs et d’autre part la dissémination de ces propriétés souches au sein de la tumeur.  

 Afin d’amélioration la vision globale des effets du complexe sur les voies de 

signalisation, il serait intéressant de réaliser un criblage du signalome du GBM en réalisant 

une inhibition du complexe.  Par ces analyses, il sera possible de déterminer si lors d’une 

inhibition de l’un des partenaires, un switch se met en place afin de permettre au second 

partenaire d’être activé. Ces mécanismes pourraient expliquer l’échec des immunothérapies 

ciblant seulement PD-L1. Ainsi, une étude approfondie de ces voies permettrait de connaître 

au mieux les implications du complexe et ainsi de définir l’intérêt de son suivi au sein de la 

tumeur. 

Le complexe p75NTR / PD-L1, un complexe d’immunotolérance ? 

 Les effets de PD-L1 et ses connections avec les protéines de la famille B7.1 

suggèrent que le complexe p75NTR / PD-L1 pourrait avoir un impact éventuel sur le système 
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immunitaire et l’immunotolérance de la tumeur. En effet, la protéine PD-L1, via son activité 

au sein de l’axe PD-1 / PD-L1, est capable de stimuler l’anergie des lymphocytes T au sein 

du système activé (Ahmadzadeh et al., 2009). Il a été démontré que son expression et sa 

libération dans le microenvironnement tumoral joue un rôle majeur pour la survie et le 

développement de la tumeur. La fonction majeure de la famille B7.1 dans les mécanismes 

d’immunotolérance tumorale a fait de ces protéines une cible thérapeutique principale à 

l’origine de l’établissement des immunothérapies (Wang et al., 2019). Ces nouvelles 

approches ont pour but de limiter cette évasion immunitaire et donc de permettre la 

reconnaissance et l’élimination de la tumeur par l’organisme lui-même. Au regard de son 

efficacité sur différents cancers, cette approche thérapeutique a été appliquée sur de 

nombreuses tumeurs dont le GBM (Gong et al., 2018; Jiang et al., 2019). Néanmoins, dans 

le contexte particulier du SNC et des gliomes, l’immunothérapie, visant plus particulièrement 

PD-L1, n’est pas parvenue à améliorer la survie ou encore à inhiber le développement 

tumoral (Wang et al., 2019). Les nombreux échecs des essais cliniques ciblant PD-L1 

pourrait s’expliquer par la particularité de l’environnement immunitaire du SNC ou du fait de 

mécanismes inconnus jusqu’alors entourant l’axe PD-1 / PD-L1.  

 L’identification d’un nouveau complexe associant p75NTR et PD-L1 dans les cellules 

de GBM pourrait contribuer à mieux comprendre cet échappement thérapeutique et la 

résistance à l’immunothérapie. Une étude approfondie de l’effet global des deux partenaires 

sur les cellules immunitaires présentes au sein du microenvironnement tumoral pourra ainsi 

être menée. Des études fonctionnelles sur l’activation, la survie / apoptose et leurs 

interactions avec le reste du microenvironnement pourront également permettre de visualiser 

l’impact du complexe sur celui-ci. L’effet du blocage des partenaires protéiques sur les 

lymphocytes T sera analysé ainsi que sur l’ensemble du contexte immunologique de la 

tumeur. Cependant, l’implication des deux protéines dans les processus de survie et de 

maturation du système immunitaire laisse présager l’apparition d’effets secondaires. Un suivi 

des réactions systémiques sur des modèles animaux est donc indispensable. 

Une autre hypothèse qui doit être envisagée concerne le blocage de p75NTR au sein 

des cellules immunitaires entourant la tumeur. Ce blocage serait-il en mesure d’améliorer la 

prise en charge des GBM ? Au sein d’une éventuelle thérapeutique, le blocage de p75NTR 

pourrait déboucher sur de graves effets secondaires chez le patient. En effet, puisque ce 

récepteur est impliqué dans les processus de contrôle de la réponse immunitaire, un blocage 

de celui-ci pourrait altérer l’intégrité du système immunitaire (Fry et al., 2007; Meeker and 

Williams, 2014). Au vu de ces effets immunitaires et également neurologique, une étude 

intensive in vitro puis in vivo des effets du blocage de p75NTR permettait de déterminer sa 

pertinence thérapeutique (Fry et al., 2007; Woo et al., 2005; Young et al., 2007).  

Le SNC est un système isolé par la présence de la BHE. Cet isolement conduit à la 

formation d’un système immunitaire aux caractéristiques spécifiques. Du fait des zones 

d’ombre restantes au sein de ce système, il serait intéressant de pouvoir s’intéresser à l’effet 

du complexe dans ce contexte. Les impacts immunitaires des protéines p75NTR & PD-L1 

suggèrent en premier lieu que le complexe pourrait intervenir au sein de ce système. Des 

études plus précises sur le complexe pourrait ainsi permettre de mieux définir son rôle et 

éventuellement son utilisation dans un cadre pronostique ou thérapeutique du GBM.  
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Utilisation du complexe en tant que biomarqueur 

 L’approfondissement des résultats préliminaires obtenues pendant la thèse, du rôle 

du complexe dans les cellules tumorales et sa détection sérique dans les exosomes 

permettront d’envisager celui-ci comme un biomarqueur.  

Dans ce cadre, plusieurs biomarqueurs potentiels ont pu être identifiés au cours des 

dernières années, comme la MGMT, la GFAP ou l’EGFR (Sareen et al., 2020). Du fait de 

leurs effets potentiels sur l’agressivité tumorale, plusieurs biomarqueurs éventuels ont été 

préalablement identifiés au sein du laboratoire, comme les récepteurs aux neurotrophines. 

Ces protéines sont associées à des fonctions oncogéniques, à savoir la prolifération 

tumorale, la migration et l’invasion tumorale et à une excrétion exosomale dans le milieu 

extracellulaire. Au sein du GBM, les récepteurs aux neurotrophines (Trk / p75NTR / Sort1) ont 

été reliés à ces effets protumoraux dans des contextes in vitro, ex vivo et in silico. Au fil des 

années, les protéines Trks, CHI3L1, KLRC3, p75NTR, Sort1 ont pu se présenter comme de 

potentiels candidats biomarqueurs (Cheray et al., 2017; Deluche et al., 2019; Pinet et al., 

2016). Les connaissances du rôle des récepteurs aux neurotrophines conjointement à celles 

de la thèse placent le nouveau complexe p75NTR / PD-L1 comme un biomarqueur potentiel.  

 Le ligand PD-L1 joue également un rôle essentiel dans le GBM (Baral et al., 2014; 

Wilmotte et al., 2005). Son rôle protumoral et sa présence au sein d’exosomes dans le 

microenvironnement ont été de nombreuses fois observés et reliés avec les processus 

agressifs des tumeurs et notamment au sein du GBM. Si la majorité des fonction étudiées de 

la protéine concerne sa fonction immunologique, il convient également de signaler que le 

ligand puisse produire d’importants signaux pro-survie, voire d’induire la stimulation de 

caractéristiques souches au sein des cellules productrices (Chen et al., 2019). L’implication 

de PD-L1 dans ces différents mécanismes oncogéniques a contribué à renforcer son intérêt 

en tant que biomarqueur associé à l’agressivité tumorale. 

 Avec la découverte d’un complexe regroupant ces deux protéines, il s’agit à 

présent de déterminer la valeur ajoutée de ce complexe pour la tumeur et de déterminer si 

l’interaction de ces 2 protéines confère un avantage en termes de plasticité et de croissance 

tumorale. Néanmoins, si le complexe et ses composants ont pu être observés et leurs 

fonctions estimées au sein des cellules tumorales, il serait nécessaire de voir ce qu’il en est 

dans les cellules saines du SNC. Pour définir le complexe comme biomarqueur, il sera 

primordial de regarder si sa présence est exclusive au sein des tumeurs cérébrales et non 

présent dans le tissu sain. Le cas échéant, il conviendra de comparer les concentrations 

exosomales du complexe. 

Intérêt diagnostique du complexe protéique 

 L’analyse transcriptomique nous a permis de montrer que le niveau d’expression de 

chacun des partenaires du complexe p75NTR et PD-L1 était plus élevé au sein des GBM en 

comparaison de celui des gliomes de bas grade. Une différence d’expression du complexe 

entre les différents grades tumoraux ferait donc de ce complexe un outil diagnostique. 

Dans ce contexte, il est possible d’émettre l’hypothèse selon laquelle le niveau 

d’expression du complexe associant PD-L1 et P75NTR varie de manière similaire à celui des 2 
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marqueurs isolés selon le grade des gliomes. Il semblerait effectivement plausible que la 

formation du complexe soit dépendante de la disponibilité des deux protéines au sein des 

cellules. Néanmoins, les changements d’expression de chaque protéine pourraient ne pas 

impacter directement la formation du complexe. En effet, des facteurs externes pourraient 

également intervenir sur la formation du complexe entre les différentes formes de gliomes, 

en lien avec l’agressivité de la tumeur. Il conviendra de s’intéresser notamment aux effets de 

la plasticité membranaire, du transfert des protéines au travers des vésicules extracellulaires 

et de stress environnementaux sur la formation du complexe (Combs et al., 2016; Yamamoto 

et al., 2018; Yekula et al., 2019). 

PD-L1 et P75NTR sont exprimés dans les tissus sains, il est donc probable que le 

complexe le soit également dans ces tissus (Fagerberg et al., 2014). En distinguant ses 

effets dans le cadre physiologique du cadre physiopathologique, le complexe gagnera en 

pertinence et en robustesse, dans un cadre pronostic, diagnostic voire thérapeutique, pour la 

prise en charge des gliomes. 

La présence du complexe au sein des cellules fournit une preuve directe de son rôle 

modulateur au sein de la tumeur et de sa fonction inhibitrice de la croissance tumorale.  Au 

contraire, la sécrétion de celui-ci dans les exosomes permet de visualiser et de suivre 

indirectement l’évolution de la tumeur. L’analyse des exosomes libérés dans le 

microenvironnement tumoral et circulant dans les différents fluides physiologiques pourrait 

permettre d’identifier de potentiels biomarqueurs tumoraux  (protéines, lipides, acides 

nucléiques) (Keerthikumar et al., 2016; Pathan et al., 2019). Dans le cadre du GBM, il est 

possible de suivre en miroir cette évolution par l’extraction des vésicules extracellulaires du 

sang ou du LCR (Admyre et al., 2007, 2003; Chiasserini et al., 2014; Gatti et al., 2005; 

Gonzales et al., 2010; Sharma et al., 2010). L’utilisation des fluides physiologiques est 

d’autant plus importante que la biopsie tumorale ou l’exérèse chirurgicale peut entraîner des 

complications chez les patients (Sareen et al., 2020). Ainsi, les exosomes extraits de 

biopsies liquides apparaissent actuellement  comme un substitut ou a minima comme un 

complément aux biopsies dites solides classiques (Gonda et al., 2013; Klekner et al., 2019; 

Whitehead et al., 2019). Il conviendra également d’évaluer les éventuelles différences de 

concentration du complexe entre les différentes sources potentielles d’exosomes. La 

présence de la BHE contribuant à l’isolement partiel du SNC, le passage de celle-ci pourrait 

altérer l’ensemble du message vésiculaire émis par les cellules tumorales (Gourlay et al., 

2017; Klekner et al., 2019). Une comparaison des niveaux d’expression du complexe entre le 

sérum et le LCR paraît pertinente. En fonction des données obtenues, il sera possible 

d’affiner la portée du complexe p75NTR / PD-L1dans l’exploration, l’analyse puis la prise en 

charge du GBM. Si la présence du complexe au sein de biopsies liquides est en mesure de 

renseigner sur le sous-type de gliomes, et par conséquent son risque évolutif et son 

agressivité, le complexe p75NTR / PD-L1 pourrait devenir un biomarqueur majeur dans 

l’établissement d’un diagnostic des gliomes. 

Valeur pronostique du complexe p75NTR / PD-L1 

 Avec un risque évolutif des gliomes de bas grades vers des hauts grades qui est de 

l’ordre de 15 à 20%, le suivi tumoral apparaît essentiel pour les patients atteints par des 



Axel Boukredine | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2021 152 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

gliomes de bas grades afin de prévenir leur récurrence et le risque évolutif (Kleihues and 

Ohgaki, 1999). Si le complexe permet de déterminer le grade ainsi que l’agressivité de la 

tumeur, un suivi des patients, à partir de biopsies liquides, montrant des changements 

d’expression du complexe sera susceptible de refléter un changement d’état de la tumeur 

(transition bas grade vers haut grade).  

 L’évolution du complexe et de sa présence au sein de tumeurs pourra revêtir un rôle 

pronostique afin de prédire l’évolution maligne de gliomes de bas grades. Sa détection 

permettrait ainsi de favoriser et d’adapter la prise en charge de ceux-ci, détectant au plus tôt 

l’aggravation éventuelle de ces gliomes de grade II ou III. De plus, après traitement initial et 

disparition de la tumeur, il serait possible de déterminer la récurrence tumorale chez les 

patients. Toujours dans le cadre du suivi du GBM, la recherche du complexe par prise de 

sang (biopsies liquides) pourrait détecter au plus tôt la résurgence tumorale et favoriser la 

mise en place d’une thérapeutique avant l’aggravement de l’état du patient. Ces techniques 

pourraient s’effectuer dès la mise en place du diagnostic, pour évaluer l’évolution et la 

réponse tumorale aux thérapies utilisées. Le fait de pouvoir utiliser la détection du complexe 

à l’aide de biopsies liquides, sur le long terme pour effectuer une surveillance de la récidive 

tumorale constituerait une avancée cruciale de la prise en charge du GBM. Le complexe 

pourrait, dans ces conditions, constituer un nouvel outil de suivi tant diagnostique que 

pronostique.  

Complexe p75NTR / PD-L1 comme cible thérapeutique  

 Le complexe p75NTR / PD-L1 possède un effet prolifératif qui a été démontré au cours 

de ma thèse. Du fait de ses fonctions et de son impact sur la transmission de l’agressivité 

dans la tumeur, il serait potentiellement profitable d’évaluer l’efficacité de son blocage dans 

un cadre thérapeutique. En effet, il a été montré que l’utilisation d’anticorps bloquant PD-L1 

combiné avec un inhibiteur pharmacologique de p75NTR permettait de bloquer la prolifération 

des cellules tumorales. De plus, les effets inhibiteurs du traitement combiné ont été observés 

aussi bien sur les cellules productrices du complexe que sur des cellules traitées par des 

exosomes au sein desquels le complexe était préalablement bloqué. Par conséquent, 

l’efficacité thérapeutique du traitement associant les 2 inhibiteurs ne se limite pas aux 

cellules mais s’étend également aux exosomes susceptibles de diffuser et disséminer le 

complexe à d’autres cellules du microenvironnement afin de les activer et d’induire leur 

activation oncogénique.  

Si le complexe p75NTR / PD-L1 est potentiellement utilisable dans le cadre de la 

thérapeutique du GBM, il serait nécessaire d’estimer les effets délétères découlant de ces 

inhibitions. En fonction, comme précédemment observé, les deux protéines p75NTR et PD-L1 

s’expriment dans de nombreux types cellulaires. Ainsi, une inhibition de l’un ou l’autres des 

partenaires peut potentiellement avoir des effets secondaires sur l’homéostasie cellulaire, 

voire de l’individu. Le premier effet délétère pourrait porter sur les neurones. En effet, 

l’expression du récepteur des neurotrophines p75NTR et son impact ambivalent survie / 

apoptose est crucial dans la survie des neurones présents dans le système nerveux central. 

L’interaction directe de p75NTR avec Trk agit à plusieurs niveaux sur les neurones en 

augmentant la spécificité et l’affinité de liaison pour les neurotrophines matures, en 
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renforçant l'auto-phosphorylation du récepteur Trk (Esposito et al., 2001; Teng et al., 2010). 

Cependant, l’action de p75NTR ne se limite pas aux neurones du SNC mais pourrait 

également agir sur le fonctionnement des cellules du système immunitaire. Il a en effet été 

montré qu’un traitement immuno-stimulant appliqué sur des PBMCs stimulait le relargage du 

pro-BDNF et favorisait la surexpression du récepteur p75NTR (Hu et al., 2021). Par 

conséquent, il faudra vérifier si la combinaison des traitements anti-PD-L1 avec un inhibiteur 

de p75NTR ne risque pas d’engendrer une dérégulation au niveau de l’activité des cellules 

immunitaires. En effet, le récepteur étant nécessaire pour la bonne maturation de ces 

cellules, une perte de l’activité du récepteur et notamment de sa liaison avec les différents 

co-récepteurs l’entourant pourrait bloquer l'élimination normale des cellules immunes 

anergiques (Fry et al., 2007; Parry et al., 2005; Patsoukis et al., 2012). Ces déséquilibres 

pourraient notamment induire des troubles de nature auto-immune (Freeman et al., 2000; 

Fry et al., 2007; Latchman et al., 2001; Meeker and Williams, 2014). De manière générale, il 

conviendra d’évaluer la toxicité et la pharmacocinétique en présence de ces inhibiteurs 

pharmacologiques. En effet, des essais cliniques ont déjà démontrés les effets secondaires 

des anti PD-L1 dans le cadre du GBM (Wang et al., 2019). De même, les premiers essais 

cliniques utilisant des anti PD-L1 en combinaison avec d’autres molécules (notamment avec 

des anti-VEGF) ont également donné de graves effets secondaires (Wang et al., 2019).  

p75NTR n’étant pas une cible connue dans le cadre du GBM, aucune thérapeutique 

n’a été testée.. Néanmoins, il existe des inhibiteurs pharmacologiques qui inhibent soit la 

fixation du ligand, soit l’action du récepteur sur les effecteurs. Il convient d’évaluer les 

différences d’efficacités de ces inhibiteurs, à savoir Tat-Pep5 (utilisé durant la thèse) et 

EVT901. Le Tat-Pep5 consiste en une séquence N-terminal de la protéine Tat du VIH, 

capable de traverser la membrane avec le peptide inhibiteur Pep5, bloquant la liaison du 

récepteur avec ses effecteurs. Le second est un inhibiteur agissant comme un antagoniste 

du récepteur. Il est ainsi capable de bloquer les interactions du récepteur avec ces 

partenaires (Delbary-Gossart et al., 2016; Lee et al., 2016). Les anticorps bloquants de PD-

L1 utilisés dans le cadre des essais cliniques du GBM sont l’avelumab, le durvalumab ou le 

MEDI4736 (Wang et al., 2019). Ainsi, pour optimiser l’utilisation d’une thérapie ciblant le 

complexe, il sera nécessaire de déterminer les éventuels effets secondaires d’un blocage 

combiné des protéines p75NTR et PD-L1. L’ensemble des effets secondaires devra être 

déterminé du niveau cellulaire jusqu’au stade in vivo.  

Analyse et utilisation du complexe dans le cadre d’autres cancers 

 La mise en évidence et l’intérêt d’un nouveau complexe p75NTR / PD-L1 au sein des 

tumeurs de GBM pourront être transposés à d’autres types de tumeurs dans lesquelles les 

deux protéines sont fortement exprimées tel que le mélanome (Filipp et al., 2019). C’est 

d’ailleurs dans le mélanome que l’expression des deux protéines a pu être corrélée pour la 

première fois (J. Furuta et al., 2014). Ce complexe ouvre une nouvelle piste de 

compréhension des mécanismes d’échappements immunitaires à la suite des 

immunothérapies, non seulement dans le GBM mais également dans d’autres formes 

tumorales.  
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 Au sein du laboratoire et par le biais d’études précédentes, il a été démontré que les 

récepteurs aux neurotrophines, notamment p75NTR, étaient exprimés dans une large variété 

de tumeurs. Ce dernier possède des qualités pro-tumorales dans de nombreux cancers, 

similaires aux fonctions retrouvées dans le GBM (Meldolesi, 2017). L’expression de PD-L1, 

au sein de nombreuses tumeurs a également un rôle pro-tumoral (X. Wang et al., 2016). Au 

sein de nombreuses tumeurs, la forte expression conjointe des deux protéines pourrait 

provoquer la présence du complexe. Tout comme au sein du GBM, l’échappement 

thérapeutique aux immunothérapies de l’axe PD-1 / PD-L1 dans d’autres formes de cancers 

peut s’expliquer par l’implication de partenaires ou par le recours à des processus de 

remodelage génétique, permettant le contournement du traitement inhibiteur (Jenkins et al., 

2018; Matsushita et al., 2012; O’Donnell et al., 2019; Schreiber et al., 2011; Sharma et al., 

2017; Shin et al., 2017). Pour certains patients moins répondeurs aux immunothérapies, 

l’étude de la présence et du rôle du complexe pourra proposer une alternative thérapeutique 

possible. Dans le cas d’un échappement tumoral avec un anti PD-L1 (atézolizumab, 

avelumab, durvalumab, MEDI4736), une combinaison avec un inhibiteur de p75NTR pourrait 

constituer un nouveau schéma thérapeutique. L’ajout d’inhibiteurs pharmacologiques de 

p75NTR pourra constituer l’une des nouvelles cibles utilisées en combinaison des 

immunothérapies (Sharma et al., 2017). A l’opposé dans un cadre où PD-L1 n’est pas assez 

exprimé pour permettre une immunothérapie classique, l’utilisation combinée pourrait créer 

un terrain favorable à ce traitement (Mempel et al., 2004; Schumacher and Schreiber, 2015). 

Le complexe p75NTR / PD-L1 constituerait donc une alternative thérapeutique.   

Outre les perspectives thérapeutiques, la présence du complexe permettra d’ajouter 

à la prise en charge de ces tumeurs une nouvelle approche, via les biopsies liquides et 

l’analyse des exosomes. Etant donné l’expression largement répandue dans les tissus de 

p75NTR et PD-L1, la détection différentielle du complexe dans ceux-ci permettra de 

potentialiser son utilisation dans le plus grand nombre de tumeurs. En transposant 

l’ensemble des fonctions du complexe dans d’autres contextes tumoraux, la détection du 

complexe dans les exosomes tumoraux le complexe aura une utilité dans la prise en charge 

pronostique et diagnostique des tumeurs en question. Il serait ainsi possible d’utiliser le 

complexe en tant que biomarqueur, utilisable au sein de biopsies liquides. Ainsi, le complexe 

pourra être utilisé dans le contexte tumoral le plus large possible, au sein de nombreuses 

tumeurs exprimant les protéines et présentant celui-ci. C’est dans cet optique que le 

complexe p75NTR / PD-L1 permettra d’améliorer au mieux la prise en charge des cancers. 

Le complexe p75NTR / PD-L1 pourrait, du fait de ses larges effets et ceux de ses 

constituants, constituer dans un plus grand nombre possible un biomarqueur, accessible au 

sein des exosomes produits par les cellules tumorales. Le complexe pourrait ainsi, dans le 

meilleur des cas, jouer un rôle dans la prise en charge de ces cancers, dans un angle 

pronostic, diagnostic voire thérapeutique.  
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Conclusion / Perspectives 

Pour conclure, nous avons pu démontrer que les protéines p75NTR et PD-L1 sont le 

plus fortement exprimées, au sein des gliomes, dans le glioblastome où elles sont associées 

à un mauvais pronostic. Dans un contexte ex vivo, les exosomes de patients atteints de 

GBM expriment ces deux protéines. Connaissant leur lien dans un autre cancer, nous avons 

cherché et mis en évidence, pour la première fois, la présence d’un complexe protéique dans 

les exosomes ainsi que dans les cellules tumorales de GBM. Puisque ce complexe p75NTR / 

PD-L1 est circulant et possède des fonctions pro-tumorales, il est un candidat potentiel de 

marqueur suivi par biopsies liquides. In vitro, les cellules de culture primaires présentent 

également le complexe à leur membrane et celui-ci est libéré dans le milieu de culture. Cette 

découverte laisse à penser que ce complexe exosomal est disséminé dans le 

microenvironnement et contribue à la mise en place et / ou à l’agressivité tumorale(s). 

Néanmoins, une analyse plus large in silico des lignées cellulaires de GBM ne dégage pas 

de corrélation quelle qu’elle soit entre les expressions de p75NTR et de PD-L1. Cette analyse 

démontre au contraire une expression variable entre les différentes lignées, suggérant que 

ce complexe ait une variabilité d’expression entre les patients. In vitro, les deux protéines 

sont bien exprimées dans les lignées U87-MG et LN18 et semblent être co-localisées, au 

niveau de domaines subcellulaires. Ce complexe sera en partie libéré dans les exosomes 

produits par les cellules et lorsqu’il est incorporé par les cellules du microenvironnement 

tumoral produit un effet prolifératif. De manière intéressante, le blocage du complexe 

membranaire peut limiter la transmission de cette agressivité mais ne semble pas avoir 

d’implications sur la présence de PD-L1 et donc sur l’activation préférentielle de ses voies de 

signalisation. Ces résultats préliminaires posent l’hypothèse que ce complexe possède des 

fonctions tumorales pouvant être suivies par biopsies liquides et donc avoir une portée 

diagnostique (présence de tumeurs agressives) ou thérapeutique (cible potentielle). Ces 

résultats encourageants ouvrent de nombreuses perspectives : 

- Les propriétés de p75NTR soutiennent l’hypothèse qu’il soit présent sous forme de 

complexe donc associé à un ou des partenaire(s) protéique(s). Il paraît pertinent 

de regarder la présence dans ce complexe d’autres protéines connues pour leur 

lien avec p75NTR (Sort1, Trks) ou avec PD-L1 (famille B7.1). Il serait ainsi possible 

de relier le complexe à d’autres voies de signalisations. 

- L’étude du signalome entourant le complexe protéique. Elle permettra de 

connaître les voies stimulées par la présence du complexe et d’affiner les effets 

de celui-ci sur la tumeur et les cellules du microenvironnement. 

- L’effet du complexe sur le système immunitaire entourant la tumeur. Une étude 

ciblée des cellules immunitaires permettra de connaître ses effets sur 

l’immunotolérance. Son blocage pourrait restaurer sa bonne fonction. 

- L’étude du complexe dans un contexte plus général de microenvironnement et 

des différents gliomes. L’objectif serait d’évaluer les capacités pronostiques du 

complexe dans la formation d’un environnement pro-tumoral. Ainsi, il deviendrait 
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un outil de diagnostic, au sein des biopsies liquides et en tant que biomarqueur 

clinique. 

- L’étude du complexe sur le long terme chez les patients, de l’évolution de son 

expression dans une cinétique pré- et post-traitement. Il serait ainsi possible de 

valider l’ensemble des effets pro-tumoraux de ce complexe et de voir si sons 

expression varie en fonction de l’état tumoral et son agressivité. Ainsi, il serait 

possible d’utiliser le complexe comme outil de suivi et donc avec une portée 

pronostique d’évolution de bas grades en hauts grades. 

- L’étude de l’effet de l’inhibition de ce complexe sur la tumeur et sur son 

microenvironnement comme piste thérapeutique. Si le ciblage du complexe 

p75NTR / PD-L1 permet d’obtenir un effet bénéfique pour le patient en diminuant le 

développement de la tumeur sans de graves effets secondaires, il serait possible 

de le considérer comme cible potentielle thérapeutique. Le complexe pourrait, 

dans le meilleur des cas, constituer une nouvelle approche thérapeutique, 

manquant cruellement à l’heure actuelle. 

- L’étude de la transposition de l’utilité du complexe à de nouvelles tumeurs afin de 

pouvoir améliorer leur prise en charge. 
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Caractérisation et implication d’un nouveau complexe protéique p75NTR / PD-L1 dans 
les exosomes de glioblastome 

Le glioblastome (GBM) est la forme la plus fréquente et la plus agressive de tumeurs 
cérébrales chez l’adulte. Les traitements actuels ne sont pas en mesure de bloquer la 
récurrence tumorale et l’apparition de clones résistants. Il est donc nécessaire de 
caractériser de nouvelles cibles thérapeutiques afin de limiter le développement tumoral. Des 
travaux préliminaires ont mis en évidence la fonction de p75NTR sur la prolifération et la survie 
tumorale ainsi que son transfert dans les vésicules extracellulaires (EVs). Il a été également 
démontré que PD-L1 permettait la croissance tumorale et la mise en place d’un 
microenvironnement propice. Des études récentes ont démontré que dans le mélanome les 
2 protéines, exprimées de concert, favorisent la mise en place de ces conditions favorables. 
Leurs effets sont notamment dus à leur libération dans les vésicules extracellulaires 
impliquées dans le contrôle du microenvironnement. Le lien étroit entre PD-L1 et p75NTR ainsi 
que leur libération commune dans les EVs, nous a conduit à rechercher le lien existant entre 
ces deux protéines dans le GBM. Outre, leur mauvais pronostic mis en évidence in silico, les 
deux protéines interagissent sous la forme d’un complexe p75NTR / PD-L1. La présence de ce 
complexe a été confirmée in vitro et ex vivo dans les lignées tumorales et les cultures 
primaires de GBM, ainsi que dans les exosomes de celles-ci et ceux de sérums de patients. 
La dissémination des exosomes transportant le complexe favorise la prolifération des 
cellules réceptrices. Par conséquent, nos travaux suggèrent que ce complexe pourrait 
représenter un nouveau biomarqueur circulant permettant de suivre l’évolution tumorale, 
mais également une cible thérapeutique potentielle permettant de contourner l’échappement 
aux immunothérapies constatée dans le GBM. 

Mots-clés : Glioblastome, p75NTR, PD-L1, biomarqueur, exosomes, agressivité 

Characterization and implication of a new protein complex p75NTR / PD-L1 in 
glioblastoma exosomes 

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive form of brain tumor in adults. 
Current treatments are not able to block tumor recurrence and the development of resistant 
clones. It is therefore necessary to characterize new therapeutic targets to limit tumor 
development. Preliminary work has demonstrated the function of p75NTR on tumor 
proliferation and survival as well as its transfer to extracellular vesicles (EVs). PD-L1 has 
also been shown to enable tumor growth and the establishment of a supportive 
microenvironment. Recent studies have shown that in melanoma, the two proteins, 
expressed in concert, favor the establishment of these favorable conditions. Their effects are 
notably due to their release into the extracellular vesicles involved in the control of the 
microenvironment. The close link between PD-L1 and p75NTR and their common release in 
EVs led us to investigate the link between these two proteins in GBM. In addition to their 
poor prognosis demonstrated in silico, the two proteins interact in the form of a p75NTR / PD-
L1 complex. The presence of this complex was confirmed in vitro and ex vivo in tumor lines 
and primary cultures of GBM, as well as in their exosomes and those of patient sera. The 
dissemination of exosomes carrying the complex promotes the proliferation of recipient cells. 
therefore, our work suggests that this complex could represent a new circulating biomarker to 
monitor tumor progression, but also a potential therapeutic target to circumvent the escape 
from immunotherapies observed in GBM. 

Keywords : Glioblastoma, p75NTR, PD-L1, biomarker, exosomes, aggressiveness 

 


