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1 PARTIE I : LA PRISE EN CHARGE DU GLIOBLASTOME 

1.1 PRINCIPALES DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES 

Le glioblastome (GBM) est le type histologique de tumeur cérébrale primaire le plus représenté parmi 

les gliomes diffus. Selon les derniers rapports épidémiologiques disponibles, l’incidence du glioblastome 

varie entre 0,59 et 5 cas pour 100000 personnes selon les pays (Grech et al. 2020). En France, 

l’incidence est de 3,3 cas pour 100000 personnes, avec un âge médian de 63 ans et une prédominance 

de survenue de la maladie chez l’homme avec un sex ratio d’environ 1,5 (Clavreul et al. 2019).  

Il n’y a pas de données sur les glioblastomes au niveau du continent africain et asiatique. Leece et al. 

sont remontés uniquement jusqu’aux données sur les tumeurs malignes du système nerveux central. 

En 2007, l’incidence moyenne en Asie était de 2,8 pour 100000 et de 2,46 pour pour l’Afrique (Leece et 

al. 2017). L’incidence de l’ensemble des gliomes diffus de ces pays serait inférieure au seul GBM par 

rapport à l’Europe, aux Etats-Unis et au Canada (incidence comprise entre 3 et 5 pour 1000000 selon 

les relevés de santé publique et les publications) (Miranda-Filho et al. 2017, Davis et al. 2016 et Clavreul 

et al. 2019).  

Cependant, il existe de nombreuses disparités internes à chaque pays qui complexifient la comparaison 

des incidences entre les pays. L’augmentation du nombre de diagnostics réalisés selon les 

recommandations de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Louis et al. 2021) peut expliquer 

l’augmentation de l’incidence dans ces pays. Il a également été montré qu’il existe de fortes variations 

en fonction de l’ethnie notamment aux Etats-Unis (incidence doublée pour les personnes blanches non 

hispaniques par rapport aux population afro-américaines et asiatiques) (Ostrom et al. 2018). Le nombre 

de nouveaux cas de glioblastome augmente avec l’âge, en particulier pour les individus âgés de plus 

de 65 ans jusqu’à 84 ans avec une incidence comprise entre 13,2 et 14,6 cas pour 100000 personnes 

selon les données obtenues aux Etats-Unis analysées par Bauchet et al. en France (Bauchet et al. 

2014). La survie médiane des patients est actuellement comprise entre 10 et 18 mois et la survie globale 

à 5 ans reste très faible à 6,8% (Woehrer et al.2014 et Wen et al. 2020).  

1.2 LES REGIONS CEREBRALES DE DEVELOPPEMENT DU GLIOBLASTOME 

Le cerveau est l’organe qui assure la régulation des nombreuses fonctions de l’organisme. Il est divisé 

par le milieu et de l'avant à l'arrière en deux moitiés appelées hémisphères cérébraux. Chaque 

hémisphère est divisé en quatre lobes : frontal, pariétal, occipital et temporal. Ces lobes vont assurer le 

fonctionnement de voies sensitives et/ou motrices bien particulières comme la vue pour le lobe occipital 

ou bien le langage et le contrôle du mouvement pour le lobe frontal (Jawabri et Sharma, 2021).  

Le GBM peut se développer dans n’importe quel lobe du cerveau (Figure 1a). Cependant la probabilité 

de développement dans certains lobes est différente. En effet, il a été observé un développement du 

GBM plus fréquent dans les lobes frontaux (40%) puis dans les lobes temporaux (29%), les lobes 

pariétaux (14%) et le lobe occipital (3%) (Simpson et al. 1993 et Larjavaara et al. 2007). La zone de 

développement du GBM a suscité l’intérêt de plusieurs groupes de chercheurs sur la corrélation entre 

le pronostic du patient et la zone dans laquelle la tumeur se développe. En 2020, Mackintosh et al. ont 
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constaté que les patients développant des gliomes diffus au niveau du lobe temporal avaient une survie 

globale diminuée de deux mois par rapport aux autres localisations anatomiques. La zone de 

développement au sein même d’un lobe et de ses délimitations pourraient également constituer un 

facteur prognostique et de réponse au traitement. Par exemple, il a été observé que le pourcentage de 

reprise locale de la maladie dans le lobe temporal après traitement variait de 45% à 80% selon que la 

tumeur évolue dans le plan antérieur et supérieur du lobe temporal ou dans le plan postérieur 

(Jayamanne et al. 2018). Le contact de la tumeur avec la région subventriculaire, une niche pour les 

cellules souches neurales (CSN), pourrait aussi constituer un facteur de mauvais pronostic et de 

mauvaise réponse à la maladie avec une perte de 7,3 mois de survie globale des patients (Comas et 

al. 2021) (Figure 1b).  

1.3 LE DIAGNOSTIC CLINIQUE DE LA MALADIE 

La survenue et l’évolution rapide des GBM peuvent entraîner l’apparition de symptômes neurologiques 

variables en fonction de la zone de formation des GBM et des régions cérébrales environnantes 

comprimées par la poussée de la tumeur. Les crises de migraine chroniques, les crises d’épilepsie et 

des déficiences neurologiques centrales sont des exemples de signes cliniques qui doivent alerter. Le 

premier examen réalisé sera l’imagerie par résonance magnétique (IRM) pour confirmer la présence 

d’une masse au niveau du cerveau. L’IRM est réalisée avant l’opération, 48 heures après l’exérèse 

chirurgicale et 10 jours maximum avant la radiothérapie.  

Figure 1. Développement du GBM dans les lobes du cerveau et conséquences chez le patient. (a) La 
probabilité de développement dans certains lobes est différente. En effet, il a été observé un développement du 
GBM plus fréquent dans les lobes frontaux (vert) (40%) puis dans les lobes temporaux (jaune) (29%), les lobes 
pariétaux (bleu) (14%) et le lobe occipital (violet) (3%). (b) Plusieurs études ont démontré que la survie des patients 
variaient selon la région de développement du GBM. La reprise dans la zone de développement est également 
dépendante de la région d’un même lobe. La nature de la région, comme la présence de cellules souches neurales 
(CSN) (rouge) affecte aussi la survie globale. (Images obtenues de Medical Servier Art, adapté de Mackintosh et 

al. 2020, Jayamanne et al. 2018 et Comas et al. 2021) 
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L’IRM est une technique d’imagerie par résonance magnétique qui vise à obtenir des images 

anatomiques sur les plans axial, sagittal et coronal de l’encéphale. Elle est le premier examen réalisé 

pour détecter la présence de lésions tumorales et pour définir le plus précisément possible la localisation 

et les contours de la tumeur. L’IRM permet d’obtenir un bon contraste entre la substance grise, la 

substance blanche et le liquide céphalorachidien (Figure 2).  

Ce sont les différences d’intensité entre les deux pondérations T1 et T2 FLAIR qui permettront d’émettre 

un diagnostic et de délimiter la masse tumorale. De plus, des séquences axiales sur les trois plans de 

l’espace doivent être réalisées pour avoir une information complète (si possibles coronales et des 

séquences multimodales en plus).  L’imagerie IRM fonctionnelle peut aussi être déployée pour obtenir 

plus d’informations sur la localisation de la tumeur par stimulation des régions cérébrales proches de la 

tumeur. Le débit sanguin au niveau des régions stimulées augmente et sera visualisé sur les images 

IRM. La principale limite de l’IRM fonctionnelle est que le débit sanguin suite la stimulation de régions 

trop proches du foyer tumoral peut être masqué par la vascularisation de la tumeur (Kirton et al. 2003).  

1.4 LA CLASSIFICATION ACTUELLE DU GLIOBLASTOME PAR L’ORGANISATION MONDIALE DE LA SANTE 

1.4.1 Evolution de la classification de 2007 à 2016 

La classification des gliomes élaborée par l’OMS existe depuis 1979 (figure 3). Le GBM est caractérisé 

par des critères histopathologiques définis par l’OMS dans un but diagnostique, pronostique et prédictif 

de la réponse aux traitements. A l’IRM, le GBM est décrit comme présentant l’aspect d’une lésion visible, 

irrégulière.  

En 2007 (Louis et al. 2007), le GBM était diagnostiqué uniquement à partir de critères 

histopathologiques. Le GBM était classé parmi les tumeurs astrocytaires de grade 4 qui est le grade le 

plus élevé parmi les tumeurs cérébrales. Ils étaient définis ainsi en raison de la morphologie des cellules 

qui les composaient (majoritairement des cellules astrocytaires, bien qu’une certaine hétérogénéité 

cellulaire soit admise pouvant aller jusqu’à la présence d’une composante oligodendrogliale). Mais 

aussi, par leur agressivité par rapport aux autres tumeurs astrocytaires, qui se traduisait 

histologiquement par la présence de mitoses et d’atypies nucléaires, d’une prolifération endothélio-

Figure 2. Imageries IRM réalisées pour le diagnostic du glioblastome. La pondération T1 permet d’obtenir des 
images claires des tissus mous et des images sombres de l’eau pour obtenir une information structurale brute. 
L’injection d’agent de contraste à forte affinité pour le cerveau, le chélate de gadolinium, permet d’augmenter 
artificiellement la résolution des imageries IRM. La pondération T2-FLAIR permet d’obtenir un signal hyperdense 
afin d’obtenir des informations sur la tumeur (présence d’œdème, progression, vascularisation) (Adapté d’après 
Kirton et al. 2002) 
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capillaire et d’éventuels foyers de nécroses. Le GBM est une tumeur vascularisée dont le réseau 

vasculaire tumoral est dense mais peu fonctionnel. Il génère ainsi des zones hémorragiques et 

hypoxiques au sein de la tumeur. Le GBM est caractérisé par des zones nécrotiques centrales et des 

limites périphériques infiltrantes. La nécrose s’explique aussi par l’activité mitotique accrue des cellules 

de la masse tumorale et la mortalité cellulaire induite par l’hypoxie chronique qui s’installe.   

Avec la classification 2007, le diagnostic des GBM restait sujet à une trop grande variabilité entre les 

anatomopathologistes. On constatait également une hétérogénéité dans l’évolution de la maladie 

rendant difficile l’évaluation de la réponse aux traitements. Avec l’avènement de la biologie moléculaire, 

de nombreuses connaissances sur l’impact des profils moléculaires des tumeurs cérébrales sur le 

pronostic clinique ont été acquises. La classification OMS 2016 des tumeurs cérébrales a donc ajouté 

aux critères histopathologiques de 2007 quelques critères moléculaires.  

La première chose notable avec la classification 2016 est qu’elle ne classe plus le GBM pour leur seule 

composante astrocytaire mais dans une nouvelle catégorie « gliomes diffus », c’est-à-dire des gliomes 

à caractère infiltrant. Cette catégorie rassemble aussi bien des astrocytomes diffus de grade 2 que des 

gliomes diffus oligodendrocytaires de grade 3 par exemple. Cette classification distingue également 

différents sous-types de GBM en se basant sur la présence ou non de mutation du gène codant la 

protéine isocitrate déshydrogénase 1 (IDH1 avec ou sans mutation R132H). Les GBM IDH non mutés 

sont classés en trois sous-types morphologiques (à cellules géantes, épithélioïde et gliosarcome) et 

représentent la majorité des GBM. La présence de la mutation IDH1 est retrouvée dans 10% des GBM 

et signe une évolution péjorative d’un astrocytome diffus de grade II ou III vers un grade IV. Au contraire, 

l’absence de mutation IDH1 est retrouvée dans la majorité des GBM et est de plus mauvais pronostic. 

Une dernière catégorie appelée NOS (Not Otherwise Specified) représente les GBM diagnostiqués dont 

le statut de la mutation IDH1 n’a pas été recherché ou n’a pas été possible lors de la biopsie. D’autres 

marqueurs sont systématiquement analysés lors du diagnostic moléculaire selon les recommandations 

du référentiel ANOCEF (Association des Neuro-Oncologues d’Expression Française) 2018 :   

- La mutation K27M dans les gènes codant les histones HIST1H3B et H3F3A dans le cas des 

gliomes de haut grade pédiatriques et dans de rares cas les gliomes de la ligne médiane chez 

l’adulte. Ces mutations sont de mauvais pronostic, marqués par un décès prématuré des 

patients (H3F3A : diminution de la survie globale et HIST1H3B : décès après traitement) (Guidi 

2019).  

- La mutation V600E BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B). Cette mutation 

est rare pour les GBM et ne concernerait que 1 à 2 % d’entre eux et survient quasiment 

systématiquement dans les cas de GBM IDHmut (une exception est le GBM épithélioïde, dont 

50% d’entre eux présentent une mutation BRAF). Il semblerait que cette mutation entraîne une 

survie globale affaiblie, plus proches des patients IDHwr (Behling et Schittenhelm, 2019).  
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La recherche d’autres types de mutations peut toutefois se rajouter selon le patient et pour affiner le 

diagnostic et le pronostic. (Louis et al. 2016) :  

- L’amplification EGFR (récepteur du facteur de croissance épithélial) dans le cas des GBM 

IDH1wt. Sa surexpression est de mauvais pronostic et est détectée positive pour 35% des GBM 

IDH1wt et n’est quasiment pas détectée chez les GBM IDHmut. Un gliome diffus de grade III sera 

classé GBM moléculairement s’il y a une surexpression EGFR, un gain du chromosome 7 et 

une perte du chromosome 10.  

- La méthylation du promoteur de la O6-methylguanine methyltransferase (MGMT).  Il s’agit d’une 

enzyme capable de déméthyler la guanine et limite l’action des agents alkylants comme le TMZ 

(Butler et al. 2020). L’activité MGMT semble augmenter d’un facteur 2 à 5 chez les patients 

atteints de GBM récurrents en réponse au protocole Stupp par rapport aux GBM non traités ou 

irradiés seulement (Wiewrodt et al. 2007). Ceci peut limiter l’efficacité des traitements, c’est 

pourquoi le pyroséquençage pour l’analyse du statut du promoteur MGMT peut être préconisé.  

- Les mutations sur le promoteur de TERT (Telomérase Reverse Transcriptase). TERT est la 

sous-unité protéique permettant de catalyser la réaction d’addition des télomères aux 

Figure 3. Classification OMS 2021 du GBM. La classification OMS classe le GBM dans la catégorie des gliomes 
diffus de grade 4. Elle récapitule un certain nombre de critères histopathologiques, notamment de foyers 
nécrotiques (cercle orange) à l’intérieur de la masse tumorale (cercle bleu) et d’une forte vascularisation (rectangles 
rouges). Elle récapitule également un certain nombre de critères moléculaires obligatoires à évaluer. Certains 
d’entre eux peuvent faire l’objet d’analyses supplémentaires selon les institutions (Images de Wippold et al. 2006. 
Adapté d’après Louis et al. 2007, 2016 et 2021).    
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extrémités des chromosomes pour empêcher les pertes chromosomiques à lors des divisions 

cellulaires répétées. Les mutations de son promoteur qui induisent l’augmentation de l’activité 

du promoteur de TERT sont de mauvais pronostic et sont détectées positives pour 72% des 

GBM IDH1wt contre 26% des GBM IDH1mut.   

1.4.2 La nouvelle mise à jour de la classification OMS de 2021 

L’insertion de critères moléculaires supplémentaires dans la classification 2016 était pertinente mais 

risquait de rendre difficile l’application de leur mise en œuvre par les institutions à l’échelle 

internationale. C’est pourquoi, de 2016 à 2019, le consortium cIMPACT-NOW (Consortium to Inform 

Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy) a évalué ces nouveaux critères (Louis 

et al. 2019) avant de publier en juin 2021 une nouvelle mise à jour de la classification pour les futurs 

diagnostics (Louis et al. 2021) (figure 3).  

Cette nouvelle mise à jour de la classification se base sur les mêmes les critères histopathologiques et 

moléculaires précédemment énoncés dans les classifications 2007 et 2016. Toutefois, les tumeurs 

astrocytaires sont dichotomisées selon qu’elles soient diffuses et selon qu’elles surviennent chez 

l’adulte et chez l’enfant. Les GBM sont identifiés comme des gliomes diffus astrocytaires primaires. Le 

diagnostic du GBM prend en compte la cellularité (définition des sous-types : GBM à cellules géantes, 

GBM épithélioïde et gliosarcome) et la présence de foyers nécrotiques ou de l’augmentation de la 

microvascularité au sein de la tumeur. La signature moléculaire typique des GBM pour le diagnostic est 

désormais l’absence de mutation du gène IDH, associée à la présence d’une mutation du promoteur 

TERT ou d’une amplification du gène EGFR ou d’une modification du nombre de copies de 

chromosomes 7(+)/10(-). Les tumeurs astrocytaires présentant une mutation sur le gène IDH ne sont 

plus catégorisées comme GBM mais appartiennent aux astrocytomes diffus, sans donner de grade 

immédiat (grade 2 à 4 selon le diagnostic clinique).  

1.5 PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES GLIOBLASTOMES 

1.5.1 Le protocole Stupp comme standard thérapeutique 

Depuis 2005, les patients nouvellement diagnostiqués pour un GBM suivent le protocole Stupp (Stupp 

et al. 2005) (figure 4).  

Ce traitement de première ligne est préconisé pour les patients adultes dont l’âge ne dépasse pas 70 

ans. La qualité de vie des patients est également prise en compte dans la délivrance du traitement et 

est quantifié par l’indice de Karnofsky (KPS). Ces patients ont bien souvent un KPS situé entre 60 et 

70, ce qui correspond à un patient autonome dont les symptômes entravent sa vie professionnelle voire 

sa qualité de vie personnelle (hobbys, besoin parfois d’une assistance, etc) (Ovidiu et al. 2011). La 

conduction du protocole Stupp permet à la majorité des patients de maintenir une autonomie acceptable 

au cours de leur espérance de vie. Les patients présentaient un KPS ≥ 70% pendant 73% de leur vie 

après traitement (Sacko et al. 2015).   
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1.5.2 La chirurgie  

Une exérèse chirurgicale est réalisée en première intention chez les patients atteints de GBM. Toutefois, 

elle dépend de l’âge du patient (plus il est âgé, plus l’intervention est risquée), de son état de santé 

général, des régions cérébrales où se développe le GBM, de ses antécédents médicaux et 

comorbidités. La résection doit être la plus large possible (Daigle et al. 2013) tout en respectant les 

fonctions neurologiques des patients afin d’augmenter l’efficacité des traitements et préserver la qualité 

de vie des patients (Marko et al. 2014).  

La chirurgie doit être optimale, elle sera combinée à de nombreux outils afin d’améliorer la qualité de 

l’exérèse. Par exemple, une IRM fonctionnelle préopératoire peut être prescrite pour mieux préparer 

l’opération en identifiant les zones à haute activité cérébrale, donc les zones à ne pas endommager 

(Salama et al. 2017). L’IRM en tenseur de diffusion préopératoire, la neuronavigation, l’utilisation de 

loupes binoculaires, d’un bistouri à ultra-sons, d’un microscope opératoire sont d’autres options 

recommandées dans les référentiels de prise en charge du GBM comme le référentiel ANOCEF en 

France.  

En outre, la visualisation peropératoire du GBM grâce à l’injection d’acide 5-aminolévulinique 

(GLIOLAN®) est une technique qui tend à se diffuser en France. Ce composé va s’accumuler dans les 

tumeurs qui va être métabolisé en porphyrines fluorescentes dont on peut visualiser l’accumulation par 

une fluorescence rouge sur fond bleu. Le but est d’obtenir une imagerie préopératoire de la tumeur pour 

la résection (Hadjipanayis et Stummer, 2019).  

La chirurgie éveillée est également une option envisageable pour guider le chirurgien lorsque le GBM 

se développe dans des zones cérébrales fonctionnelles. Le chirurgien va stimuler au fur et à mesure de 

l’opération les zones autour de la masse tumorale ce qui lui permet d’identifier les zones à préserver et 

donc à limiter le risque de lésions neurologiques (Osorio et Aghi, 2013).  

La présence de résidu après chirurgie est systématiquement évaluée par une IRM précoce, 48 heures 

après le geste opératoire, et une nouvelle fois dans un délai maximum de 10 jours entre cette IRM et le 

Figure 4. Description du protocole Stupp. Après examen clinique (IRM/TDM), le protocole Stupp se décompose 
en trois phases.  Une résection chirurgicale, la plus large possible, pour retirer au maximum la masse tumorale. 
Une radio-chimiothérapie concomitante, quatre à six semaines après la chirurgie, dont la dose cumulative de 
radiothérapie délivrée est de 60 Gray (Gy), répartie en trente fractions de 2 Gy (cinq jours par semaine, répétées 
sur six semaines) et est associée à chimiothérapie orale à base de témozolomide (TMZ, Temodal®). Une 
chimiothérapie à base de TMZ est délivrée sous forme orale. Une première dose de 75 mg/m² est administrée 
pendant la radiothérapie puis une dose de 150 à 200 mg/m² est utilisée en tant que traitement adjuvant (Adapté de 
Reuzé, 2018) 
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début de la radiothérapie. L’évaluation de ce volume résiduel est un facteur pronostique important dans 

la réponse au traitement. En effet, Chaichana et al. ont constaté que le volume résiduel était corrélé à 

la survie globale des patients, avec une perte de 4 mois lorsque le volume résiduel était supérieur à 5 

cm3 (Chaichana et al. 2014).  

1.5.3 La radiothérapie 

Le principe de la radiothérapie, les systèmes de délivrance des radiations ainsi que les effets à l’échelle 

tissulaire, cellulaire et moléculaire seront traités dans la partie III. Dans cette partie, seules les 

implications de la radiothérapie en clinique seront traitées. La radiothérapie est débutée 4 à 6 semaines 

après la chirurgie dont la délivrance des radiations ionisantes nécessite un contourage des zones à 

irradier (Figure 5).  

La masse tumorale apparaît grâce au produit de contraste et est dénommé volume tumoral cible (GTV). 

La délimitation des zones à irradier, appelées le volume clinique cible (CTV), est régie par les protocoles 

RTOG/NRG est rend compte de l’extension de la maladie post-radiothérapie.  Selon les patients, les 

praticiens peuvent irradier avec une marge de 2 cm autour du GTV. La seule irradiation du CTV ne suffit 

pas, une précision insuffisante du dépôt de dose est possible en raison de la prise en charge du patient, 

notamment de la façon dont le patient est positionné lors de l’irradiation (PTV). Une prise de contraste 

résiduelle sur les IRM sera également réalisée pour le suivi des marges pré et post-irradiation (IRM 

séquence T2-FLAIR) (Kruser et al. 2019). Un suivi IRM est réalisé trois mois après la radiothérapie afin 

d’évaluer l’évolution de la maladie ou d’éventuelles lésions du tissu cérébral (Fernandes et al. 2017).  

 L’une des difficultés à laquelle les praticiens peuvent faire face est l’apparition d’une pseudoprogression 

trois mois après la radiothérapie. Il s’agit d’un phénomène observé dans les imageries IRM dans 

lesquelles la tumeur semble avoir progression mais sans qu’il n’y ait de conséquences cliniques. Il 

disparaît au cours des semaines suivantes. En cas de mauvaise prise en charge de la 

pseudoprogression (arrêt de traitement, modifications de la posologie, etc), il peut y avoir une 

dégradation de la maladie. Certains critères sont étudiés pour pouvoir la discriminer d’une progression 

liée à un échec thérapeutique. En effet, il semblerait que la pseudoprogression apparaîtrait lors du 

traitement concomitant de chimiothérapie à base de témozolomide (TMZ) et pour des tumeurs 

Figure 5. Délimitation des volumes cibles de radiothérapie par les protocoles RTOG/NRG. La délivrance des 
radiations ionisantes nécessite un contourage des zones à irradier pour anticiper l’extension de la tumeur et 
l’imprécision du dépôt de doses. On distingue la masse tumorale (GTV, rouge), les marges de la tumeur (CTV, 

vert) et les marges supplémentaires dû à l’imprécision du dépôt de doses (PTV, bleu). (Adapté de Cao et al. 2021) 
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présentant une méthylation du promoteur du gène MGMT (3,5 fois plus de chance d’apparaître par 

rapport à un vrai rebond de la progression) (Balana et al. 2017).  

Une radionécrose, observée dans les imageries IRM, peut également apparaître entre trois mois à 

douze mois post-radiothérapie. Il s’agit d’une dégradation sévère et locale des sites touchés par les 

radiations délivrées. La gravité des dommages engendrés est très hétérogène car elle peut concerner 

tous les tissus présents dans l’encéphale. Par exemple, lorsque les neurones et leurs connexions sont 

détruites par les radiations, il peut y avoir des pertes entières de fonctions. Ces pertes dépendraient 

des doses d’irradiation délivrées, avec une plus forte tolérance des régions contenant les corps 

cellulaires neuronaux (Zaer et al. 2020). Lorsque le réseau vasculaire est sévèrement touché, la 

perméabilisation des vaisseaux sanguins augmente et la paroi des vaisseaux se rigidifient ce qui peut 

engendrer un œdème voire la formation de caillot sanguin (Yoshii et al. 2011).  

1.5.4 La chimiothérapie  

Pendant toute la durée de la radiothérapie, les patients suivent une chimiothérapie à base de TMZ 

(figure 6) (75 mg/m²/jour pendant 6 semaines au maximum) puis, suivent une chimiothérapie adjuvante 

sur 6 cycles de TMZ (150-200 mg/m² pendant les cinq premiers jours de 28 jours).  

Ce composé alkylant chargé positivement est capable d’interagir et d’ajouter des groupements méthyls 

à l’azote N7, l’oxygène O6 de la guanine et à l’oxygène O3 de l’adénine de l’ADN. Ces adduits vont être 

à l’origine de mésappariements de base et de cassures simple- ou double-brin par insertion de thymine 

à la place de la cytosine. Ceci perturbe la réplication de l’ADN et induit la mort cellulaire comme 

l’apoptose ou l’autophagie) (Lee, 2016 et Singh et al. 2020) voire la formation de populations cellulaires 

sénescentes (He et Kaina, 2019).   

Stupp et al. avaient démontré une première fois une survie globale des patients augmentée de 2,5 mois 

par rapport aux patients ayant uniquement suivi la radiothérapie (Stupp et al. 2005). L’étude randomisée 

de phase III EORTC-NCIC de 2009 a démontré que ce protocole triplait voire quadruplait la survie 

Figure 6. Activation du TMZ dans le cerveau. Le TMZ (3-methyl-4-oxoimidazo[5,1-d] [1,2,3,5] tetrazine-8-
carboxamide) est un imidazotetrazine lipophilique délivré sous forme orale. Il s’agit d’une prodrogue capable de 
traverser la BHE capable de s’activer à pH physiologique sanguin pour former le 5-(3-methyltriazen-1-yl) imidazole-
4-carboxamide (MTIC). Le site de conversion du TMZ en MTIC est soumis à controverse et pourrait se dérouler 
dans le sang et dans le tissu cérébral. Le MTIC est ensuite spontanément hydrolysé dans le compartiment extra et 
intracellulaire en 5-amino-imidazole-4-carboxamide (AIC) et en methylhydrazine (métabolite inactif) (Adapté 
d’après Martinho et al. 2015 et Strobel et al. 2019).  
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globale de 2 à 5 ans par rapport aux patients ayant uniquement irradiés (Stupp et al. 2009). Une 

compilation de données plus récentes a confirmé le bénéfice sur la survie médiane par rapport à 

l’irradiation seule (Feng et al. 2017).  

Malgré ce bénéfice, plusieurs recherches soulignent certaines limites thérapeutiques du TMZ. 

L’hétérogénéité de la perméabilité de la barrière hémétoencéphalique (BHE) au niveau de la tumeur 

limite l’accumulation du TMZ dans la masse tumorale (Sarkaria et al. 2018). Ceci se traduirait par une 

concentration dans la tumeur à hauteur de 20% par rapport à sa concentration plasmatique (Park et al. 

2020).  

La métabolisation du TMZ en MTIC peut également être entravée à la fois dans le compartiment 

intracellulaire et dans le comportement extracellulaire des cellules tumorales à cause de l’acidose 

générée par l’hypoxie (compensation de l’anaérobie par augmentation des influx en sucre et production 

d’acide lactique, relargage de protons H+ (effet Warburg) (Stéphanou et Ballesta, 2019). La régulation 

du passage de certaines molécules dont les agents alkylants est assurée par les transporteurs ABC. Ils 

provoquent l’efflux de ces molécules ce qui peut limiter leur action au sein de la cellule. Dans le système 

nerveux central, les transporteurs ABC, notamment ABCG1, sont situés à la surface de la barrière 

hémato-encéphalique mais peuvent aussi être surexprimés à la surface des cellules de GBM (Chen et 

al. 2016). 

De plus, l’efficacité du TMZ semblerait également tributaire des enzymes responsables des modulations 

de la méthylation de responsables de la réparation de l’ADN. En effet, l’activité MGMT semble 

augmenter d’un facteur 2 à 5 chez les patients atteints de GBM récurrents en réponse au protocole 

Stupp par rapport aux GBM irradiés seulement (Wiewrodt et al. 2008). Bien qu’il existe de nombreuses 

contradictions dans la littérature notamment avec l’essai clinique de phase III EORTC 26981 (Gilbert et 

al. 2013), il semblerait que l’absence de méthylation du promoteur de MGMT soit un facteur prédictif de 

réponse au TMZ (Fosmark et al. 2017).  

1.6 LA RECIDIVE DU GLIOBLASTOME 

Le GBM est une maladie marquée par une récidive quasiment systématique, c’est-à-dire une reprise 

de la croissance tumorale et de l’infiltration des cellules cancéreuses qui n’ont pas été éliminées par le 

protocole Stupp. Depuis les années 90, la reprise tumorale chez le GBM a majoritairement été décrite 

locale et au niveau des marges de la tumeur (Loeffler et al.1990).  A ce jour, il n’existe pas de protocole 

standardisé pour la prise en charge des cas de récidives.  

La réussite et la pertinence de la ré-opération chirurgicale dépend de l’âge du patient, de la taille de la 

tumeur, de la zone de développement de la masse tumorale initiale (Weller et al. 2013). Bien qu’une 

nouvelle intervention chirurgicale pour traiter une récidive soit possible, elle comporte plus de difficultés 

et de risques que lors d’une première intervention. En effet, les imageries IRM de GBM récurrents 

montrent que les marges de la tumeur sont moins bien définies du fait de l’infiltration post-traitement ce 

qui compliquent la résection du GBM (Barbagallo et al. 2008). En 2017, Dejaegher et De Vleeshouwer 

ont compilé des suivis cliniques de patients atteints de GBM récurrents qui visaient à déterminer les 

risques de mortalité et de dégâts sur le tissu sain cérébral après ré-opération. Dans ces études, le taux 
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de complications variait de 1,4% à 25,8% avec une dégradation de l’état de santé des patients de 25 à 

40%. En plus de la chirurgie, l’insertion d’implants de carmustine (GLIADEL®) peut être réalisée en 

complément de la chimioradiothérapie afin d’augmenter les bénéfices d’une résection (2 mois sans 

progression et 2,4 mois de survie médiane supplémentaires) (Pallud et al. 2015). 

La ré-irradiation est également une possibilité mais elle tient compte des doses déjà délivrées aux 

patients afin de ne pas générer de dégâts sévères ou plus de dégâts le cas échéant. En effet, le 

fractionnement conventionnel en radiothérapie (2 Gy/fractions) ne permet pas un dépôt de dose 

cumulée de plus de 72 à 90 Gy dans les régions cérébrales saines avant l’apparition d’une radionécrose 

(Minniti et al. 2021). En ne dépassant pas les seuils limites, il semblerait que la ré-irradiation du GBM 

récurrent n’entraîne que peu de détériorations des fonctions cérébrales et ne soit donc pas contre-

indiqué pour la qualité de vie du patient (Wick et al. 2019). Le design des protocoles de radiothérapie, 

la source utilisée et les systèmes de délivrance des radiations sont des paramètres influeront sur la 

réussite de la ré-irradiation et le bénéfice sur la survie sans progression et la survie globale (Kazmi et 

al. 2019).  

La chimiothérapie de deuxième ligne peut inclure d’autres molécules que la reprise du témozolomide 

afin d’éviter son exposition répétée. Le référentiel ANOCEF de 2018 répertorie un certain nombre 

d’agents de chimiothérapie : la carmustine, la bélustine, la fotémustine (agents nitroso-urés alkylant), la 

lomustine, la carboplatine seule ou en association à l’étoposide (apparenté aux autres agents alkylants 

et inhibiteur de la topo-isomérase II).  

D’autres molécules, autres que les molécules de chimiothérapie, existent pour le traitement du GBM 

récurrent comme les anticorps monoclonaux. Le Bevacizumab (AVASTIN) est un anticorps monoclonal 

utilisé en thérapie ciblée contre le récepteur au VEGF. En effet, le GBM étant une tumeur très 

vascularisée, l’hypothèses de travail est que le blocage de l’angiogenèse médiée par le VEGF pourrait 

limiter la progression tumorale. Il est utilisé en combinaison à la chimiothérapie voire la 

radiochimiothérapie. En 2018, Kim et al. ont compilé les dernières études de phases II et III sur les GBM 

récurrents traités selon le et en association au Bevacizumab. Ils ont constaté une amélioration modeste 

de la survie sans progression (3,5 mois pour le Bevacizumab seul, 1,2 mois pour un agent de 

chimiothérapie seul et 4,3 mois pour l’association Bevacizumab/chimiothérapie) et de la survie globale 

(8,2 mois pour le Bevacizumab seul et 9,2 mois pour l’association) (Kim et al. 2018).  Cependant, il est 

important de souligner que les résultats sont très contrastés suivants les études cliniques incorporées 

notamment pour la survie globale dans l’étude clinique de phase EORTC 26101 (Wick et al. 2017). Le 

bevacizumab peut également être prescrit au cours de la re-irradiation des GBM récurrents. La 

combinaison de ces traitements augmenterait la survie des patients bien que la séquence thérapeutique 

ne soit pas encore maitrisée (bevacizumab en premier ou bien radiothérapie en premier). En effet, dans 

un essai clinique pour des patients traités entre 2006 et 2013, les auteurs ont constaté une 

augmentation de la survie globale médiane de 3,6 mois par rapport au bevacizumab délivré en premier 

(Palmer et al. 2018).
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2 PARTIE II : LE GLIOBLASTOME, UNE TUMEUR CEREBRALE INFILTRANTE 

2.1 LE CERVEAU : LIEU DE DEVELOPPEMENT DU GLIOBLASTOME  

2.1.1 Anatomie du parenchyme cérébral 

2.1.1.1  La composante cellulaire du parenchyme cérébral 

L’ensemble des structures du cerveau sont constitués d’un tissu fonctionnel appelé le parenchyme 

cérébral (figure 7), qui comprend lui-même deux composantes tissulaires. La substance grise (10% du 

tissu cérébral) constitue le cortex cérébral et contient les noyaux gris centraux et la majorité des corps 

cellulaires des neurones. Ces neurones vont envoyer les messages nerveux du système nerveux 

central aux différents organes de l’organisme (neurones efférents). Ils vont également assurer la 

transmission des messages nerveux des organes sensoriels au système nerveux central (neurones 

afférents) pour la communication entre les structures du cerveau (Mercadante et Tadl, 2021).   

La substance blanche (90% du parenchyme cérébral) est majoritairement constituée des 

prolongements de l’ensemble des neurones, les axones et dendrites, qui vont assurer la conduction de 

l’influx nerveux interneuronal et vers les organes cibles  (Suarez-Sola et al. 2009). Elle contient 

également les cellules gliales de soutien à savoir les astrocytes, les cellules de la microglie, les 

oligodendrocytes et les progéniteurs NG2 : 

- Les astrocytes composent la grande majorité des cellules gliales. Ce sont des cellules qui, en 

plus de la contribution à l’étanchéité de la BHE, vont contrôler la synaptogénèse, l'homéostasie 

ionique, la régulation des sécrétions en neurotransmetteurs. Compte tenu de la diversité des 

fonctions des astrocytes, certaines équipes de recherche ont démontré que les astrocytes 

Figure 7. Anatomie du parenchyme cérébral. Le cerveau est composé de deux structures fonctionnelles. La 
substance grise, représentée par le cortex (gris) et les noyaux gris centraux (orange) qui permettra le traitement et 
l’envoi des messages nerveux. La substance blanche (blanc) contient les prolongements myélinisés des neurones 
permettant la conduction des messages nerveux. Au sein du cerveau, le terme parenchyme cérébral (encadré vert) 
englobe l’ensemble des cellules fonctionnelles cérébrales. Le parenchyme cérébral est constitué des neurones et 
de leur prolongement axonique myélinisé (a), des cellules gliales [astrocytes (b), oligodendrocytes (c), microglie 
(d)]. Ces cellules sont entourées de stroma : la Matrice Extracellulaire Cérébrale MECc (e). Les vaisseaux sanguins 
cérébraux (f) sont séparés du parenchyme cérébral par les pieds astrocytaires  (Réalisé à partir de Servier Medical 
Art et Arends et Lieleg, 2016) 
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présentaient des caractéristiques phénotypiques variées (morphologies protoplasmiques et 

fibreuses ainsi que l’existence de nombreuses sous-populations, encore aujourd’hui difficiles à 

dénombrer chez les mammifères). Elles dépendent de leur localisation dans les régions du 

cerveau, avec une hétérogénéité locale marquée, de leurs fonctions, de l’environnement 

cellulaire (interactions avec les neurones, les oligodendrocytes) et de la physiopathologie 

(Khakh et Deneen, 2019).  

- Les cellules immunitaires résidentes dans le parenchyme cérébral comprennent les cellules de 

la microglie (10 à 20% des cellules gliales) ainsi qu’une proportion réduite de lymphocytes T 

mémoire, entre autres responsables de l’immunoprotection contre les pathogènes (Smolders et 

al. 2018). Les cellules de la microglie orchestrent les réactions inflammatoires liées aux lésions 

cérébrales et peuvent moduler l’activité cérébrale (modification directe de l’activité synaptique, 

sécrétion de médiateurs reconnus par les neurones) (Audinat et Arnoux, 2014). Elles présentent 

une forte plasticité cellulaire et sont capables de modifier leur activité en réaction à leur 

environnement. Elles peuvent se polariser et présenter un phénotype anti-

inflammatoire/cytoprotecteur M2 ou un phénotype pro-inflammatoire M1 selon les conditions 

physiopathologiques (Gieryng et al. 2017). Le sous-type M1 pro-inflammatoire participe à la 

réponse immunitaire initiée par la détection d’antigènes, principalement par la production de 

cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l'interleukine IL-1Β et l'IL-12) et la 

phagocytose mais aussi par l’expression des molécules de surface cellulaire nécessaires à la 

présentation des antigènes (le complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH II) et les molécules 

co-stimulatrices CD80 et CD86). Le sous-type M2 anti-inflammatoire ne sécrètent pas de 

cytokines pro-inflammatoires et exercerait plutôt une immunomodulation par la sécrétion de 

cytokines immunosuppressives comme l’IL-10 et réduirait l’expression des molécules de 

surface cellulaire nécessaires à la présentation des antigènes (Hambardzumyan et al. 2016).  

Figure 8. Les cellules immunitaires présentes dans le cerveau et impliquées dans l’immunité tumorale. 
L’immunité cerébrale est composée des cellules immunitaires résidentes dans le cerveau (microglie (TAM), 
lymphocyte T régulateur) et provenant de la circulation cérébrale (monocyte et TAM dérivé des monocytes, 
lymphocyte T cytotoxique, helper et Th17). Les macrophages sont la population cellulaire la plus abondante lors 
du développement tumoral. La majorité d'entre elles sont dérivés des monocytes circulants dans le sang. Ils sont 
localisés principalement dans les zones périvasculaires et néoplasiques. Les TAMs microgliaux sont plus 
abondants dans les régions péritumorales (D’après Akins et al. 2020). 



INTRODUCTION 

27 
 

Les cellules de la microglie et les lymphocytes T mémoires sont tous les deux capables de 

générer un chimiotactisme en réponse à une altération de leur environnement afin d’attirer 

localement des cellules immunitaires circulantes (LCR et région périvasculaire). Les 

lymphocytes T cytotoxiques seront capables de détruire les cellules reconnues comme du non-

soi, les lymphocytes T helper activeront les lymphoctytes T cytotoxiques. Les lymphocytes T 

régulateurs orchestreront les réponses immunitaires. Les monocytes et les macrophages 

circulants entrent également en jeu dans l’activité immunitaire cérébrale (Paladugu et al. 2013, 

Hambardzumyan et al. 2016 et Ito et al. 2019) (figure 8). 

- Les oligodendrocytes composent à 5 à 8% de la totalité des cellules gliales. Ce sont les 

principales cellules génératrices de la myéline qui est le nom donné à l’extension de la 

membrane plasmatique d’un oligodendrocyte. La myéline se projette tout autour des axones 

des neurones pour faciliter la transmission des potentiels d’actions axonaux et fournir un soutien 

métabolique aux axones qu'elle enveloppe (Kuhn et al. 2019). Outre la myélinisation, les 

oligodendrocytes sont en communication avec les autres cellules gliales. Dans les maladies 

infectieuses et inflammatoires du cerveau, les oligodendrocytes produisent des cytokines et 

chimiokines modulatrices de l’activité immunitaire. Les oligodendrocytes peuvent également 

être connectés aux astrocytes via des jonctions communicantes permettant les échanges d’ions 

et de métabolites. Ce contact physique est souvent perturbé dans certaines pathologies menant 

à la démyélinisation telles que la sclérose en plaque ou la gliose causée par une ischémie. 

(Nutma et al. 2020). 

- Les progéniteurs gliaux NG2 font partie de la lignée des oligodendrocytes et permettent de 

générer un pool d’oligodendrocytes matures et myélinisants. Selon les auteurs, ils sont parfois 

considérés comme une population gliale à part entière, en raison de ses caractéristiques 

supplémentaires. Il s’agit du seul type cellulaire à haut potentiel prolifératif dans le parenchyme 

cérébral ce qui leur confère des caractéristiques analogues à celles des cellules souches. De 

plus, contrairement aux oligodendrocytes, les NG2 sont capables de recevoir des signaux 

neuronaux par la formation de synapses fonctionnelles avec les neurones (Jäkel et Dimou, 

2017).  

2.1.1.2 La barrière hémato-encéphalique 

A l’échelle de l’organisme, le cerveau est un organe dont le réseau vasculaire est hautement régulé et 

possède un réseau lymphatique irrégulier. Sur le plan anatomique, il existe une barrière physique entre 

le sang et le cerveau appelée la barrière hémato-encéphalique (BHE) qui limite le trafic des 

macromolécules, le passage du plasma et de la circulation sanguine vers le tissu cérébral (figure 9). 

Cette barrière est formée par une seule couche de cellules endothéliales, entourées d’une lame basale. 

L’étanchéité des vaisseaux sanguins au niveau de la barrière est assurée par :  

- Les jonctions serrées liant les cellules endothéliales et l’absence de canaux transendothéliaux.  

- La présence de péricytes dans l’espace périvasculaire, enchâssés dans la lame basale.  
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- Les prolongements cellulaires jointifs appelés pieds astrocytaires projetés par les astrocytes 

sur les péricytes (Berthelot et Laplaud, 2008).  

2.1.1.3 La circulation du liquide céphalo-rachidien et le drainage lymphatique cérébral 

La régulation de l’eau, des solutés, la collecte des déchets et la remise en circulation de l’immunité 

passe par le liquide céphalo-rachidien (LCR) à la surface externe du cortex cérébral, plus 

spécifiquement entre la pie-mère et la membrane arachnoïdienne. Le LCR est en majorité généré par 

les épendymocytes des ventricules cérébraux et provient en minorité des liquides interstitiels sécrétés 

par le tissu cérébral et les capillaires cérébraux. Le drainage lymphatique du LCR existe dans le cerveau 

au niveau périvasculaire (entre la lame basale des vaisseaux et leur paroi externe) mais aussi au niveau 

paravasculaire (système « glymphatique », entre les astrocytes et les capillaires cérébraux) et des 

méninges (liés aux LCR et aux ganglions cervicaux). L’eau et les différentes molécules hydrophiles et 

lipophiles vont transiter des pieds des astrocytes vers les espaces périvasculaires grâce à la pression 

du LCR (Sun et al. 2018 et Thomas et al. 2019) (Figure 10).  

2.1.2 La matrice extracellulaire cérébrale 

Les différentes MEC composant l’organisme possèdent une constitution unique en macromolécules qui 

est dépendante de la localisation anatomique et de la fonction. La MEC cérébrale (MECc) ne constitue 

que 20 % du volume du tissu cérébral total. La MECc peut être divisée en deux groupes généraux. La 

MEC du parenchyme cérébral est composée principalement de glycosaminoglycanes de type acide  

Figure 9. Schématisation de la barrière hémato-encéphalique (BHE). La BHE est une barrière qui permet de 
prévenir la pénétration de la plupart des molécules et des cellules qui circulent du sang vers le système nerveux 
central. Cette barrière se forme grâce aux jonctions serrées et adhérentes des cellules endothéliales et de leur 
lame basale ainsi que par les pieds astrocytaires et des péricytes. Les cellules endothéliales forment des jonctions 
serrées et adhérentes qui sont étanches. La majorité de la surface des vaisseaux sanguins est recouverte par les 
pieds des astrocytes, permettant de réguler la structure et la perméabilité de la BHE (D’après Renaud et al. 2015) 
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hyaluronique (AH, également appelée hyaluronane ou hyaluronate), de protéoglycanes de type 

chondroïtine sulfate, héparane sulfate, de la famille des lecticans (neurocan et brevican), des 

tenascines. Elle ne comporte pas de collagène et très peu de molécules fibreuses comme la 

fibronectine. La MEC des membranes basales autour des vaisseaux sanguins et à la surface piale est 

principalement constituée de collagène de type IV, de laminine (glycoprotéine), de perlecan 

(glycoprotéine à base d'héparane sulfate) et d'entactine (glycoprotéine) (Ferrer et al. 2018).  

Structurellement, la MECc est une barrière physique qui réduit la diffusion des molécules solubles et 

régule le déplacement des cellules gliales (Barros et al. 2011). Elle impacte aussi de nombreux 

processus en conditions physiologiques et pathologiques du cerveau adulte notamment la croissance 

des prolongements neuronaux, la synaptogenèse, la stabilisation synaptique et la plasticité liée aux 

lésions. (Lam et al. 2019). Comme toutes les autres MEC, la MECc est une réserve en facteurs de 

croissance et cytokines. Par exemple, les HS possèdent des domaines de liaison pour le facteur de 

croissance analogue à l'insuline (IGF), facteur de croissance transformant-β (TGF-β), facteur de 

croissance des hépatocytes (HGF) (Wiranowska et Rojiani, 2011) 

2.1.2.1 L’acide hyaluronique  

L’AH est la molécule la plus présente dans le MECc. Elle est constituée d’une succession 

d’assemblages d’acide D-glucuronique et de N-acétyl-glucosamine. Elle possède des domaines de 

branchements aux PG de la MECc permettant de former le réseau tridimensionnel de macromolécules. 

L’AH possède également de nombreux résidus hydrophiles contribuant à l’hydratation interstitielle 

(Ferrer et al. 2018). 

Figure 10. Le liquide céphalo-rachidien (LCR) et le système glymphatique. a. La régulation et la filtration des 
compatiments liquidiens sont permises grâce à la circulation du LCR. Ce liquide (en bleu) provient des ventricules 
cérébraux (latéraux et quatrième ventricule). Il circule au niveau de l’espace sous-arachnoïdien. La réabsorption 
du LCR est complexe, et peut passer par le sinus veines sagittal supérieur, à travers certaines portions du système 
glymphatique notamment au niveau des méninges et le long des nerfs crâniens. b. La circulation des liquides 
cérébraux à travers le système glymphatique passe par d’autres structures que pour le LCR. Les flux 
périvasculaires peuvent transiter du le parenchyme cérébral via les pieds des astrocytes vers les espaces 
périveineux. Le liquide interstitiel passe ensuite des espaces péri-veineux vers l’espace sous-arachnoïdien (D’après 

Thomas et al. 2019) 
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L’AH est synthétisée par les cellules gliales grâce à une enzyme appelée hyaluronane synthase. Le 

poids moléculaire de l’AH contenue dans le parenchyme cérébral est variable et peut atteindre 10000 

kDa. Différentes isoformes de la hyaluronane synthase coexistent dans le cerveau et expliqueraient la 

diversité des poids moléculaires de l’AH cérébrale détectée. L’isoforme 1 peut synthétiser des AH de 

200 à 2,000 kDa, l’isoforme 2 des AH dont le poids est supérieur à 2,000 kDa et l’isoforme 3 peut 

synthétiser des AH de 100 à 1,000 kDa (Chen et al. 2019).  

De même, la dégradation de l'AH par la hyaluronidase pour le remodelage et l’entretien de la MECc 

peut produire des fragments finaux de différents poids moléculaires, pouvant être inférieurs à 20 kDa. 

Le poids moléculaire de l’AH a une répercussion sur la biologie du tissu, l’AH de poids moléculaire 

supérieur à 500 kDa est important pour le soutien structurel et les propriétés biophysiques des tissus 

(Chen et al. 2019). De plus, plusieurs rapports ont démontré que les modifications de la quantité et de 

la taille de l’AH sont fonctions des conditions physiopathologiques. La présence d’AH de poids 

moléculaire inférieur à 50 kDa est prédominante dans les lésions tissulaires et serait capable d’induire 

la production de cytokines pro-inflammatoires (Tavianatou et al. 2019).  

Dans le cas des tumeurs solides, l'augmentation de la synthèse et la fragmentation supplémentaire de 

l’AH par les cellules tumorales stimule l'inflammation, qui à son tour favorise la malignité et la 

progression tumorale. L’accumulation d’AH de faible poids moléculaires est ainsi considérée comme un 

marqueur de malignité (Tavianatou et al. 2019). Les cellules tumorales sont aussi capables de se lier à 

l’acide hyaluronique via le récepteur membranaire CD44 (Kim et Kumar, 2014). CD44 est à l’origine de 

l’activation de voies de signalisation facilitant le déploiement des prolongements cellulaires nécessaires 

à la migration cellulaire (Wolf et al. 2020).  

2.1.2.2 Les glycoprotéines sulfatées 

Les glycoprotéines sulfatées sont des assemblages de disaccharides contenant des groupements 

sulfate et attachés de manière covalente à des protéines. On distingue deux classes principales dans 

la MECc : la chondroïtine sulfate et l’héparane sulfate (Miyata et Kitagawa, 2017).  

Les chondroïtines sulfates sont fortement synthétisées par les neurones au niveau de leur prolongement 

cellulaire (région périneuronale) (Miyata et Kitagawa, 2017), par les astrocytes et les cellules souches 

neurales (Wiranoski et Rojiani 2011). Les CS représentés dans le parenchyme cérébral sont les 

lecticans, une famille de CS agrégateurs représentée par quatre membres dans la MECc : aggrecan, 

versican, neurocan, et brevican. La particularité de ces molécules est qu’elles sont capables de se lier 

à un large répertoire de composés retrouvés dans la MECc via leur domaine N-terminal (AH, CD44 à la 

surface des cellules gliales, les lecticans) et C-terminal (ténascine, fibronectine). Elles possèdent 

également des domaines de liaison à des facteurs de croissance tels que le TGF-β, EGF, PDGF 

(Platelet-Derived Growth Factor), FGF (Facteur de croissance fibroblastique) (Miyata et Kitagawa, 2017 

et Wiranoski et Rojiani 2011). Toutes ces propriétés font des chondroïtines sulfate de puissants 

modulateurs de la plasticité neuronale et certains auteurs ont également mis en évidence un rôle 

barrière dans la diffusion de certaines molécules et des cellules dans le parenchyme cérébral (Lee et 

Kim, 2015).  
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L’héparane sulfate possède des fonctions de réserve en facteurs de croissance similaires aux 

chondroïtines sulfate, pouvant lier l’IGF, l’HGF et le TGF-β. L’héparane sulfate peut également lier 

certaines cytokines comme l’IL-10, l’IL-7 ou l’IL-8, qui peuvent ainsi être utilisées localement pour les 

réactions inflammatoires dans le parenchyme cérébral (Wiranowska et Plaas, 2008).  Le glypican et le 

syndécan, deux héparanes sulfate de la MECc, sont particulièrement exprimées dans les niches de 

cellules souches neurales et présenteraient un rôle majeur dans la formation des synapses et la 

plasticité neuronale (Kamimura, 2021).  

2.1.2.3 Les glycoprotéines fibreuses 

Les GP fibreuses sont majoritairement présentes dans la lame basale des vaisseaux sanguins 

cérébraux. On y distingue quatre grands types : les laminines, la vitronectine, la fibronectine et le 

collagène de type IV. Elles vont servir à la neurogénèse, à l’hémostasie et peuvent aussi servir de points 

d’ancrage aux cellules migrant le long de la paroi des vaisseaux (Jia et al. 2019).   

2.1.2.4 Les galectines 

Les galectines sont des GP de la famille des lectines. Elles sont exclusivement secrétées sous forme 

polymérique par les cellules gliales et endothéliales. Elles sont capables de réaliser des liaisons N-

acétylgalactosamines avec des protéines transmembranaires comme les intégrines ou bien des GP de 

la lame basale comme la laminine et la fibronectine. Ces GP vont entraîner l’induction de cascades de 

signalisation régulatrices du développement cérébral mais aussi de l’angiogenèse et des interactions 

cellulaires (Le Mercier et al. 2010).  

2.1.2.5 La ténascine C 

La ténascine C est constituée huit sous-unités FN3 reliées par des ponts disulfures et possède de 

nombreux domaines EGF/fibronectine III/fibrinogène – like. Les domaines de la ténascine-C seraient 

capables de fixer la sous-unité β1 et l’hétérodimère αVβ3 des intégrines exprimées à la surface des 

cellules tumorales, ce qui permettrait de fournir un point d’ancrage aux cellules tumorales pour leur mise 

en mouvement (Tucker et Chiquet-Ehrismann, 2015). La ténascine C serait également fortement 

secrétée par les cellules gliales au niveau des niches de cellules souches neuronales pour permettre 

de réguler la croissance cellulaire (Xia et al. 2016).  

2.1.2.6 Les propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire cérébrale 

Chaque tissu de l’organisme est caractérisé par des propriétés mécaniques liées à la composition 

moléculaire de la MEC mais aussi par les cellules du tissu. Localement, une cellule est soumise à des 

forces endogènes en grande partie produites par la contractilité du cytosquelette des cellules 

environnantes. Elle est aussi soumise à des forces exogènes liées aux réseaux de molécules de la 

MEC, comprenant la gravité, les contraintes de cisaillement, les forces de traction et les forces de 

compression. Ces forces exogènes sont liées aux interactions cellules/MEC et à la rigidité locale 

(Handorf et al. 2015).  

2.1.2.6.1 La rigidité de la matrice extracellulaire cérébrale 

La MEC est définie par sa résistance aux forces de compression, c’est-à-dire sa capacité à résister aux 

contraintes physiques exercées. La rigidité de la MEC peut se traduire par une valeur quantifiable que 
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l’on appelle le module d’Young. Cette valeur indique la force qu’il est nécessaire d’exercer pour déformer 

la MEC et est exprimée en Pa. Dans le cerveau, la rigidité de la MECc serait comprise entre 1 et 4 kPa 

(Figure 11). Comparée aux autres tissus de l’organisme, cette faible rigidité s’explique par l’abondance 

en protéines non fibrillaires comme l’AH. (Handorf et al. 2015).  

Lors du développement cérébral, la MECc qui entoure les neurones engendrent des signaux 

mécaniques variés et évolutifs selon sa composition et sa rigidité. Il a été montré dans de nombreuses 

études que la rigidité influence la morphogenèse des circuits neuronaux comme l’élongation des axones 

(distance, direction, etc) (Gangatharan et al. 2018). L’épaisseur et la rigidité de la MECc est aussi 

fondamentale dans le maintien de l’homéostasie du parenchyme cérébral. La rigidité de la MECc située 

au niveau de la région périneuronale est par exemple supérieure à celle située autour des autres cellules 

gliales (1 kPa contre 400 Pa) ce qui va faciliter la modulation de la morphologie des neurones lors de la 

neurogénèse. En revanche, une MECc trop rigide peut empêcher la neurogenèse, c’est-à-dire que les 

forces d’accroche générées déclenchent l’expression de voies de signalisation qui empêche la migration 

des cellules souches neurales (Barnes et al. 2017).  

2.1.2.6.2 La viscoélasticité de la matrice extracellulaire cérébrale 

Le point de vue mécanistique actuel est que les cellules exercent des forces de traction lorsqu'elles sont 

attachées à la MEC et qu'elles détectent les variations de la rigidité de la MEC. Cependant, les tissus 

ne peuvent être définis uniquement par leur seul degré de rigidité. En effet, les tissus ne sont pas 

entièrement élastiques, ils présentent une réponse mécanique dépendante du temps et dissipent une 

fraction de l'énergie qu'il a fallu dépenser nécessaire à leur déformation. De nombreux tissus mous 

possèdent une élasticité non linéaire : ils deviennent de plus en plus difficiles à étendre lorsqu'ils sont 

déformés pour prévenir les trop grandes déformations qui endommagent les tissus.  

Figure 11. La rigidité du cerveau à l’échelle de l’organisme. Chaque tissu de l’organisme est caractérisé par 
une rigidité qui lui est propre, c’est-à-dire une capacité à résister à des forces de compression. Le tissu cérébral 
est le deuxième tissu le moins rigide de l’organisme après les muqueuses et avant le tissu adipeux. Sa rigidité, 
exprimée en Pa est comprise entre 1 et 4 kPa. A titre d’exemple, un gel de polyacrylamide à 8% peut être jusqu’à 
8 fois plus rigide que le tissu cérébral (D’après Guimaraes et al. 2020) 
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Cette propriété, appelée viscoélasticité, a été analysée dans une récente revue de la littérature afin de 

mettre en évidence la contribution de la viscoélasticité des MEC dans les processus biologiques 

(Chaudhuri et al. 2020) (figure 12a). Les observations de culture cellulaire in vitro montrent que les 

contraintes mécaniques qu’exerce la MEC sur les cellules dans les trois dimensions spatiales 

entraîneraient une modification de leur volume et/ou de leur morphologie, ce qui impacterait des 

processus comme la croissance, l’étalement et la migration des cellules. Ainsi, la synthèse de la MEC, 

la mitose ou encore la formation d’organoïde serait par exemple impacté par la structuration de la MEC. 

(taille des pores de la MEC, dégradabilité et plasticité intrinsèque ou viscoplasticité) (figure 12b).  

Wisdom et al. ont notamment démontré que les cellules cancéreuses mammaires étaient capables de 

générer des forces initiées par leurs protrusions afin de migrer à travers des matrices nanoporeuses. 

De plus, l’écartement des pores des matrices était uniquement possible lorsque les matrices 

présentaient une plasticité mécanique suffisante, démontrant un impact de la plasticité globale de la 

MEC sur le processus de migration (Wisdom et al. 2018). 

2.2 LE GLIOBLASTOME, UNE TUMEUR HETEROGENE 

2.2.1 Les hypothèses de l’origine du glioblastome 

2.2.1.1 Origine cellulaire du glioblastome 

A l’heure actuelle, l’origine des cellulaire GBM n’est pas encore tranchée dans la communauté 

scientifique. Quelques éléments d’explications sur leur apparition ont été documentés dans la littérature 

afin de comprendre à partir de quelles cellules du cerveau les cellules de GBM dériveraient (Llaguno et 

Parada, 2016). Les GBM pourraient résulter d’une accumulation de mutations génétiques oncogéniques 

au niveau des cellules souches neurales adultes. Chez l’adulte, il existe deux niches neurogéniques de 

CSN : la zone subventriculaire des ventricules latéraux et la zone subgranulaire du gyrus denté au 

niveau de l’hippocampe (figure 13). Ces cellules sont multipotentes, capables de se différencier en 

neurones, en astrocytes ou en oligodendrocytes et sont capables de s’auto-renouveler. Dans la revue 

de Llaguno et Parada récapitulant les expérimentations réalisées pour comprendre la neurogenèse sur 

des modèles murins adultes, il semblerait que les mutations touchant des gènes contrôlant le cycle 

Figure 12. Corrélation entre le confinement mécanique des cellules et la viscoélasticité de la MEC. a, 
Lorsque les cellules sont entourées d’un environnement exerçant des contraintes mécaniques, l’ensemble des 
processus physiologiques de la cellule sont dépendantes de la MEC environnante. Le confinement restreint les 
variations de volume cellulaire, les changements morphologiques ou une combinaison de ces deux paramètres. b, 
Le confinement est régi par la taille des pores de la MEC, de la dégradabilité de la matrice et de la viscoplasticité 
de la matrice. Une valeur suffisamment grande pour l'une de ces propriétés diminue le confinement des cellules. 
(Chaudhuri et al. 2020) 



INTRODUCTION 

34 
 

cellulaire et la surv  ie (TP53, PTEN, Rb) ainsi que sur les gènes contrôlant le caractère souche des 

cellules (Nestine et GFAP) induisent l’apparition de gliomes de haut grade, dont des GBM. Certaines 

cellules de GBM présentent des caractéristiques proches de certaines cellules gliales comme les 

astrocytes, c’est pourquoi certains auteurs ont émis l’hypothèse que les GBM pourraient également 

provenir de la dédifférenciation de cellules gliales suite à l’accumulation de mutations géniques (Llaguno 

et Parada, 2016 et Yao et al. 2018). Un ensemble hétérogène de cellules cancéreuses se formerait, 

avec l’apparition de niche de cellules souches de GBM qui permettrait la croissance tumorale (Llugano 

et Parada, 2016 et Yao et al. 2018).  

2.2.1.2 Modèles de développement du glioblastome 

Dans le cas du GBM, l'hétérogénéité cellulaire intratumorale se développerait au fur et à mesure des 

divisions et différenciations des cellules souches. Il s’agit d’un phénomène asymétrique avec une 

possibilité d’acquisition d’altérations génétiques et épigénétiques qui confèrent aux cellules de nouvelles 

propriétés (auto-renouvellement, résistances aux thérapies, etc). Deux modèles décrivant 

l’hétérogénéité tumorale sont distingués : le modèle hiérarchique et stochastique (Rich, 2016) (figure 

14).  

Le postulat du modèle hiérarchique est que l’origine des cellules tumorales provient des cellules 

souches cancéreuses. Une partie de cette population, minoritaire et auto-renouvelable dans la tumeur, 

se différencie en progéniteurs de cellules cancéreuses qui vont être capables de se différencier en 

cellules cancéreuses « matures » dont le phénotype peut être différent en fonction des dérives 

géniques. La tumeur va donc être constituée de plusieurs populations de cellules dont le phénotype 

sera différent et dont les capacités de prolifération et d’auto-renouvellement seront différentes.  

Figure 13. Localisation des cellules souches dans le cerveau sain adulte.  Chez l’adulte, il existe deux niches 
neurogéniques de CSN : la zone subventriculaire des ventricules latéraux (haut) et la zone subgranulaire du gyrus 
denté au niveau de l’hippocampe. Ces cellules sont multipotentes, capables de se différencier en neurones, en 
astrocytes, en oligodendrocytes voir en cellules tumorales et sont capables de s’auto-renouveler (Imagerie 
microscopie de fluorescence, Université de Lausanne, Département des neurosciences fondamentales, UNIL. 
Images obtenues à partir de Medical Servier Art. Adapté de Llaguno et Parada, 2016) 
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A l’inverse, le modèle stochastique part du principe que toutes les cellules d’une tumeur peuvent être 

des cellules initiatrices de la tumorigénèse. Ce modèle, appelé aussi « évolution clonale », stipule que 

chaque cellule est susceptible de dériver au fur et à mesure de l’accumulation de mutations, de 

régulations épigénétiques, de réponses au microenvironnement cellulaire et moléculaire et des mitoses, 

générant une hétérogénéité tumorale. 

Ces deux modèles ne sont pas mutuellement exclusifs. Un modèle alternatif de plasticité cellulaire 

réversible relie les modèles hiérarchique et stochastique et énonce que les cellules cancéreuses 

peuvent osciller entre des profils souches et des états différenciés. Selon le modèle de plasticité, les 

processus intrinsèques des cellules tumorales et/ou des stimuli au sein du microenvironnement cérébral 

pourraient influencer les cellules tumorales différenciées à réacquérir des caractéristiques de cellules 

souches. Inversement, ces processus pourraient également conduire les cellules souches cancéreuses 

à perdre leur profil souche pour des cellules cancéreuses différenciées (Rich, 2016). 

2.2.1.3 Les cellules souches de glioblastome 

Les cellules souches de GBM représentent une population cellulaire bien particulière qui est capable 

d’autorenouvellement et de différenciation. Leur rôle central dans le développement de la tumeur a 

amené les chercheurs à identifier leurs caractéristiques (Prager et al. 2020).  

L’identification des cellules souches de GBM est réalisée par la détection de marqueurs de surface, 

dont les plus connus sont CD15/SSEA, Sox2, Nestin, Olig2, CD44, CD133 et A2B5. Cependant, 

l’utilisation de ces marqueurs pour la caractérisation est encore soumise à controverse. En 2015, 

Kenney-Herbert et al. ont étudié la corrélation entre l’expression du marqueur CD15 et l’identification 

de populations souches cancéreuses isolées de biopsies de dix GBM de patients. Les auteurs ont 

démontré par immunocytochimie que les cellules isolées CD15+ et CD15- ne présentent pas de 

différences significatives d’expression de marqueurs neural souches (Nestin 100% vs 97%, Sox2 100% 

Figure 14. Hypothèses du développement des GBM : les modèles stochastique, hiérarchique et de 
dédifférenciation. Dans le modèle stochastique, les mutations s'accumulent au fil du temps et toute cellule peut 
avoir un potentiel tumorigène. Cependant, ce potentiel ne peut être isolé ou enrichi. Dans le modèle hiérarchique, 
seules les cellules souches possèdent un potentiel tumorigène, tandis que les cellules différenciées en ont peu ou 
pas du tout. Selon le modèle de dédifférenciation, les cellules non tumorigènes ou tumorales différenciées peuvent 
redevenir des cellules souches cancéreuses (CSC) (D’après Rich et al. 2016). 
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vs 100%, Olig2 68,8% vs 75%, PDGFRA 100% vs 100% et NG2 21,6% vs 27%). De plus, les cellules 

CD15+ et CD15- sont capables de former un nombre de clones similaires (5 à 50% des cellules selon 

les clones cultivés) et peuvent initier la croissance tumorale in vivo chez la souris nude (Kenney-Herbert 

et al. 2015). Une revue de la littérature publiée en 2018 par Ahmed et al. s’est centrée sur l’expression 

CD133 dans le glioblastome. Le marqueur rendrait compte du degré de malignité de la tumeur, des 

capacités clonogéniques et prolifératives mais que le marqueur n’était pas toujours exprimé sur des 

populations de cellules agressives, présentant des caractéristiques souches (Ahmed et al. 2018).  

Ces marqueurs sont en revanche connus pour être utilisés pour l’enrichissement cellulaire dans le but 

de sélectionner des populations de cellules de GBM au profil hétérogène et pour la formation de 

neurosphère en 3D (Kim et al. 2015). Plus récemment, Dirkse et al ont étudié l’évolution des cultures 

de GBM primaires issus de patients après enrichissement et en culture neurosphère 3D. Chaque sphère 

exprimait les différents marqueurs de surface CD15, CD133, CD44 et A2B5 d’enrichissement souche. 

De manière intéressante, les auteurs ont caractérisé 16 sous-populations de cellules par séquençage 

puis par tri cellulaire à l’aide d’un cytomètre en flux. Les capacités prolifératives de ces cellules étaient 

différentes (population à l’équilibre entre 90 et 350 jours) et la distribution cellulaire dans la sphère 

évoluait après 39 jours de culture. Non seulement les capacités intrinsèques des cellules souches de 

GBM peuvent être différentes dans une même tumeur mais elles sont aussi capables de transiter d’un 

phénotype différencié à indifférencié (Dirkse et al. 2019). En effet, il a déjà été rapporté dans une revue 

de la littérature parue en 2021 que les cellules souches de GBM sont capables d’adopter les différents 

sous-types moléculaires de GBM et de transiter vers un profil prolifératif ou bien quiescent en fonction 

des conditions microenvironnementales (hypoxie, apport en glucose, nécrose) (Wang et al. 2021).  

2.2.2 Les étapes de la gliomagenèse 

La gliomagenèse désigne l’ensemble des étapes de la progression tumorale qui sont mises en place 

dans les gliomes. Le développement des cancers est défini par six caractéristiques principales dont 

certaines varient selon la tumeur considérée (Hanahan et Weinverg, 2011, Noroxe et al. 2017) (Figure 

15).  

2.2.2.1 La dérégulation de la prolifération  

Dans un contexte physiologique, la prolifération cellulaire est régulée par une signalisation médiée par 

des facteurs sécrétés, des récepteurs transmembranaires et des protéines intracellulaires. Dans le cas 

de la cellule cancéreuse, des mécanismes se mettent en place pour maintenir les voies de signalisation 

de la prolifération. Cette dérégulation se traduit par des aberrations dans la signature des gènes 

impliqués dans la prolifération et sa régulation. Par exemple, l’expression de certains oncogènes comme 

le récepteur à l’EGF est amplifiée tandis que l’expression des gènes impliqués dans l’arrêt du cycle 

cellulaire comme P53 est inhibée. L’immortalisation des cellules de GBM est également un phénomène 

récurrent avec une amplification du gène codant la télomérase TERT.  

2.2.2.2 La résistance à la mortalité cellulaire 

La progression tumorale est également maintenue par la résistance à la mort cellulaire. Dans les cellules 

normales, la mort cellulaire peut être programmée, en réponse à un microenvironnement défavorable 

et peut se produire en réponse en cas de stress métabolique.  
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Dans le cas des cellules de GBM, des mécanismes de résistance à la mort cellulaire par apoptose se 

mettent en place par le biais des altérations d’expression des gènes suppresseurs de tumeurs comme 

P53. La résistance à la mort cellulaire peut également se déclencher par autophagie qui permet aux 

cellules de GBM de décomposer les organites pour en recycler les catabolites nécessaires au maintien 

de leurs activités métaboliques. La libération de cytokines pro-inflammatoires, comme l’IL-2 est aussi 

un facteur de résistance à la mort cellulaire car les cytokines produites vont se fixer aux cellules 

tumorales adjacentes et enclencher des voies de survie. 

2.2.2.3 La reprogrammation métabolique  

La masse tumorale est caractérisée par des gradients en nutriments et en oxygène qui nécessitent une 

adaptation des cellules les plus centrales. Pour s’adapter au manque d’oxygène et en nutriments, les 

cellules cancéreuses peuvent reprogrammer leur métabolisme pour produire de l’énergie sous forme 

d’ATP par le biais d’une glycolyse anaérobique. Elles produisent alors de l’acide lactique à partir du 

glucose, qui subit ensuite une fermentation pour produire deux à trois molécules d'ATP par molécule de 

glucose. Ce type de métabolisme est peu énergétique comparé à la production normale d’énergie par 

phosphorylation oxydative mitochondriale. La cellule tumorale augmentera ses apports en glucose 

grâce à l’augmentation du nombre de transporteurs transmembranaires spécifiques du glucose comme 

GLUT1. De plus, la glycolyse anaérobique produit des intermédiaires utilisés pour faciliter d'autres voies 

de biosynthèse (nouveaux organites, macromolécules, … nécessaires à la formation de nouvelles  

cellules filles lors de la division) pour compenser le manque en énergie.  

2.3 LES CARACTERISTIQUES TISSULAIRES DU GLIOBLASTOME 

2.3.1 Les principales caractéristiques tissulaires du GBM  

Les GBM sont connus pour leur grande hétérogénéité histopathologique, notamment par la forte activité 

mitotique, une densité cellulaire accrue, la présence de zones nécrotiques et d’une microvascularité. 

Dans les coupes histologiques de GBM, il est également possible d’observer d’éventuelles thromboses 

Figure 15. Principales étapes de la gliomagenèse menant à la mise en place des mécanismes de migration 
cellulaire.  Préalablement à la migration, les cellules de gliome mettent en place des mécanismes assurant la 
prolifération cellulaire (dérégulation du cycle cellulaire,/surexpression de facteurs de croissance), l’inhibition de 
l’apoptose (survie cellulaire) et la facilitation de la nutrition et de l’oxygénation (reprogrammation 
métabolique,/néoangiogenèse). Toutes ces étapes permettront la progression des cellules lors de l’infiltration du 

parenchyme cérébral sain. (Adapté de Hanahan et Weinverg, 2011 et Noroxe et al. 2017) 

Instabilité génique 

Dérégulation du cycle cellulaire 

Surexpression facteurs 

de croissances 

Survie cellulaire 

Reprogrammation 

métabolique 

Néoangiogenèse 

Mécanismes de la  

migration 



INTRODUCTION 

38 
 

et une infiltration bien particulière des cellules tumorales dans le tissu sain environnant, pouvant adopter 

des patterns précis (présence diffuse de cellules tumorales, présence de cellules tumorales autour des 

vaisseaux sanguins ou des neurones). Le tissu tumoral du GBM est irrégulier, que cela soit par rapport 

à sa vascularisation que son extension (Mikkelsen et al. 2020).  

2.3.2 Le réseau vasculaire tumoral  

Le GBM est une tumeur particulièrement vascularisée par rapport aux gliomes de bas grade. Le réseau 

vasculaire apparaît également chaotique, immature, par rapport à celui du cerveau sain. Comme 

beaucoup d'autres tumeurs solides, l'expansion du GBM dépend d'un apport sanguin spécifique, qui 

provient de la vascularisation cérébrale. La masse tumorale affecte considérablement le réseau 

vasculaire en place. L’ensemble du réseau vasculaire tumoral se caractérise par des vaisseaux 

tortueux, désorganisés, dépourvus d’une régulation physiologique et d'une architecture contrôlée. Ces 

vaisseaux tumoraux présentent une forte dilatation avec des membranes basales plus denses et un 

recouvrement anormal des péricytes. La tumeur contient donc des zones hémorragiques, 

inflammatoires et est caractérisée par un réseau vasculaire tumoral hétérogène. Le tissu tumoral est 

mal perfusé et les apports en nutriments et en oxygène (< 10 mmHg) seront limités : c’est l’hypoxie  

(Rosinska et Gavard, 2021). La réponse hypoxique est essentiellement médiée par HIF-1α, le facteur 

de transcription qui régule l'expression d'environ 60 gènes impliqués dans plusieurs voies cellulaires 

critiques pour la progression tumorale. Ce facteur induit l’expression du VEGF afin de favoriser 

l’angiogenèse au niveau des régions hypoxiques (Huang et al. 2016).  

2.3.3 L’établissement des vaisseaux sanguins tumoraux 

Le réseau vasculaire tumoral se forme de plusieurs manières (figure 16).  

Figure 16. Etablissement de la vascularisation dans le glioblastome. La vascularisation du GBM est un 
processus complexe et hautement régulé, qui est induit par l’hypoxie. Au moins cinq voies distinctes de formation 
du réseau vasculaire ont été décrites: a, la cooptation vasculaire ; b, l'angiogenèse ; c, la vasculogénèse ; d, Le 
mimétisme vasculaire et e, la transdifférenciation des cellules de GBM en cellules endothéliales.  Les EPC sont 
représentés en bleu. N, nécrose. (Adapté de Zagzag et Hardee, 2012. Rosinska et Gavard, 2021) 
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L’angiotropisme correspond à une migration des cellules endothéliales formant les vaisseaux cérébraux 

préexistants vers la masse tumorale, ce qui permet aux cellules tumorales de bénéficier d’un réseau 

vasculaire. Il s’agit d’un processus non angiogénique (non dépendant de facteurs angiogéniques 

comme le facteur de croissance endothélial vasculaire VEGF) qui destabilise le réseau vasculaire 

existant. Les cellules tumorales isolées ou groupées/clusters auront recours à ce processus pour 

soutenir leur croissance, leur survie et le développement de la tumeur.  

En plus de la cooptation, l'angiogenèse peut être définie comme la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir de vaisseaux tumoraux déjà en place. Elle implique la prolifération, la migration et la 

différenciation des cellules endothéliales. L’angiogenèse tumorale donne naissance au réseau 

vasculaire anormal caractéristique qui conduit à une perfusion anormale. Les GBM, en particulier, 

présentent un système vasculaire immature avec des effusions de sang excessives. L’infiltration des 

cellules de GBM au niveau des vaisseaux sanguins cérébraux peut entrainer le déplacement des pieds 

astrocytaires, créant une perte de l’étanchéité de la BHE (Hardee et Zagzag, 2012, Rosinska et Gavard, 

2021).  

La formation de novo de nouveaux vaisseaux sanguins au sein de la tumeur porte le nom de 

vasculogenèse. Ces processus sont indépendants des facteurs angiogéniques classiques comme le 

VEGF. La vasculogenèse peut impliquer la différenciation des cellules circulantes dérivées de la moelle 

osseuse en cellules endothéliales progénitrices. Il a également été montré que les monocytes exprimant 

Tie-2, peuvent se différencier en cellules endothéliales (Rosinska et Gavard, 2021). Ainsi, ces deux 

populations de cellules peuvent donner un nouveau pool de cellules endothéliales pour la création de 

nouveaux vaisseaux.  

Un nouveau réseau vasculaire peut également se créer par mimétisme vasculaire au cours duquel les 

cellules de GBM peuvent former des structures semblables à des vaisseaux sanguins.  A ce moment, 

les cellules tumorales se transdifférencient en nouvelles cellules endothéliales (Hardee et Zagzag, 2012 

et Rosinska et Gavard, 2021).  

2.3.4 La barrière hémato-encéphalique et le glioblastome 

Au cours de l’angiogenèse tumorale, les cellules endothéliales dérivées des vaisseaux cérébraux sont 

détournées de leur structure initiale ce qui perturbe la structure des vaisseaux préexistants et mène à 

une perte de l’intégrité de la BHE. Une des complications majeures qui apparaît est l’apparition d’un 

œdème vasogénique, c’est-à-dire une augmentation de la pression intracrânienne dûe à l’accumulation 

de liquide plasmatique (Dubois et al. 2014).  

Les anomalies de la BHE sont détectées par l'IRM conventionnelle après administration intraveineuse 

d'agents de contraste à base de gadolinium. Dans les régions où la BHE présente des fuites, les 

molécules de contraste hydrophiles diffusent hors de la lumière du vaisseau et s'accumulent dans 

l'espace extravasculaire extracellulaire. Ces zones de rupture se manifestent par des signaux 

hyperintenses, blancs sur fond noir, sur les séquences pondérées en T1 dans presque tous les GBM. 

Cependant, l'IRM conventionnelle ne peut fournir qu’une évaluation qualitative brute de la perméabilité 

de la BHE, qui peut varier d'un patient à l'autre et peut varier dans différentes régions d'une même 
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tumeur. Dans les imageries T2/FLAIR, pratiquement tous les GBM présentent un œdème non rehaussé 

au-delà de la zone observée en T1. La combinaison de ces imageries avec des imageries PET a permis 

de montrer qu'une majorité des GBM possèdent des zones marquées par une BHE qui s'étend au-delà 

du centre de la tumeur et apparaît intacte, ce qui souligne l’hétérogénéité de la BHE dans les GBM 

(Sarkaria et al. 2018 et Arvanitis et al. 2020).  

2.3.5 L’infiltration tissulaire du glioblastome 

Au cours des examens histopathologiques, les frontières de la tumeur ne sont pas toujours délimitées. 

Une récente étude s’est intéressée à la corrélation entre la dissémination macrosopique péritumorale 

et les modèles de migration et de croissance tumorale actuellement admis chez le GBM.  Alieva et al. 

ont récapitulé l’invasion in vivo de greffe orthotopique de cellules de GBM issues de patients chez la 

souris SCID. Les auteurs ont défini trois schémas d’infiltration pour lesquels les imageries obtenues en 

microscopie mettaient en évidence une progression cellulaire distincte (Alieva et al. 2019) (figure 17).  

Figure 17. Dynamique de l’infiltration tumorale chez le glioblastome. Les observations de l’infiltration de 
cellules de GBM transplantées chez la souris ont été obtenues à partir de photos prises à l’aide d’un microscope 
confocale de fluorescence. Il a été décrit quatre profils d’infiltrations qui contribuent de manière différente à la 
progression tumorale. Ces profils ont été récapitulés à l’aide d’un schéma proposant une description de la 

dynamique d’infiltration des cellules tumorales dans le tissu cérébral sain (Adapté d’Alieva et al. 2019). 
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- Les marges tumorales ne présentant aucune dissémination nette des cellules tumorales ont été 

nommées « bordure tumorale bien définie (well-defined tumoral border) ». Elles correspondent 

à la croissance locale aux marges de la masse centrale. Les cellules ne contribuent pas à 

l’infiltration tumorale. Leur vélocité est cependant relativement élevée (4.5 µm/h à 12 µm/h soit 

deux fois plus que les cellules de la masse centrale) avec un pourcentage de cellules mobiles 

élevé (60%). 

- La migration de cellules infiltrantes isolées à travers le parenchyme cérébral a été définie 

comme une « infiltration cellulaire diffuse ». Elle correspond à l’infiltration périphérique rapide 

des cellules tumorales à travers le parenchyme cérébral. La vélocité cellulaire est la plus élevée 

(5 µm/h à 12 µm/h) avec un pourcentage de cellules mobiles élevé (65%).  

- Les groupes multicellulaires infiltrants provenant de l'interface entre la tumeur et le parenchyme 

cérébral ont été définis comme « marge invasive ». Tout comme l’infiltration cellulaire diffuse, 

ces cellules contribuent à l’extension de la tumeur. Cependant, la vélocité cellulaire est 

comparable à celle de la masse centrale (2.5 µm/h à 7.5 µm/h) mais le pourcentage de cellules 

mobiles est moins élevé (environ 45%). De plus, la trajectoire des cellules est plus régulière 

que les autres formes de progression, décrits précédemment, avec une variation de la 

trajectoire spatiale inférieure à 10 µm (contre 50 µm dans les deux dimensions pour la masse 

centrale et 50 à 100 µm dans les deux dimensions pour les deux formes de diffusion). La marge 

invasive contiendrait donc une proportion de cellules qui infiltrent plus massivement le 

parenchyme cérébral que les cellules isolées.   

D’autres études ont également mis en évidence que les cellules tumorales pouvaient également 

s’accumuler plus localement dans certaines zones de la masse tumorale. Colditz et Jeffree s’étaient 

intéressés aux régions infiltrantes pour aider à définir les zones d’intérêt pour la résection tumorale de 

gliomes de haut grade. Pour cela, les auteurs se sont basées sur l’imagerie peropératoire en utilisant la 

Protoporphyrine IX (PpIX) induite par l'acide 5-aminolévulinique (ALA).  Brièvement, l'ALA est administré 

par voie orale au patient avant l'intervention chirurgicale, ce qui entraîne l'accumulation sélective d'un 

composé fluorescent, PpIX, dans les cellules tumorales. La PpIX accumulée est mise en évidence en 

utilisant une excitation lumineuse bleu-violet (pic d'excitation à 405 nm) et des filtres appropriés pour 

détecter la fluorescence réémise (pic d'émission principal à 635 nm) (Valdes et al. 2014). La 

fluorescence PpIX présente une sensibilité et une spécificité élevée pour les zones où la densité 

cellulaire est élevée. De plus, 90% des autres zones fluorescentes détectées sont anormales, 

comprenant entre autres les œdèmes et les régions hémorragiques. Ainsi, dans le tissu tumoral, il peut 

également y avoir une concentration de cellules infiltrantes dans les zones où la BHE est rompue et 

dans les régions hémorragiques (Colditz et Jeffree, 2012).  
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2.4 HETEROGENEITE CELLULAIRE DU GLIOBLASTOME  

2.4.1 Principales caractéristiques de l’hétérogénéité cellulaire et moléculaire au sein de la 

masse tumorale 

2.4.1.1 Mise en évidence de l’hétérogénéité cellulaire et moléculaire du GBM 

La description de l’hétérogénéité des cellules de GBM découle des premières descriptions 

histopathologiques. Elles décrivaient des populations cellulaires hétérogènes au sein de la même 

masse tumorale, dotées d’un degré élevé de polymorphisme cellulaire et nucléaire. Par exemple, des 

cellules géantes peuvent coexister avec des cellules dont la morphologie est plus standard.  

Les premières bases de données moléculaires ont été établies à partir des caryotypes et des 

hybridations in situ des coupes de GBM. Les caryotypes réalisés présentaient de nettes différences 

entre les différentes cellules tumorales fraîchement isolées. Les conséquences de ces différences se 

sont reflétées dans le phénotype in vitro des cellules tumorales avec des variations dans leur 

morphologie, leur taux de prolifération et la réponse aux traitements, notamment la chimiothérapie. De 

même, les données obtenues grâce à l’hybridation in situ ont mis en évidence l’hétérogénéité 

moléculaire des cellules au sein d’une même tumeur. Lorsque plusieurs coupes d’une tumeur sont 

réalisées, il est possible de détecter des aberrations chromosomiques différentes en fonction de la 

coupe (Bonavia et al. 2011).  

2.4.1.2 Les sous-types moléculaires tumoraux et cellulaires détectés dans le  GBM 

A partir des sous-types moléculaires de GBM définis par la TCGA (Verhaak et al. 2010) (figure 18), 

Pattel et al. se sont également intéressés à la caractérisation individuelle des sous-types moléculaires. 

Figure 18. Profils moléculaires de glioblastome. En 2010, Verhaak et al. ont illustré les profils moléculaires des 
GBM à partir d’analyses génomiques réalisées sur des échantillons de patients dont les profils étaient compilés 
dans le TCGA. Ils y ont identifié quatre sous-types moléculaires (classique, proneural, neural, mésenchymateux). 
Le sous-type classique exprime des marqueurs classiquement diagnostiqués dans le GBM et est également 
marqué par une élévation de l’expression de marqueurs de cellules souches comme NES, la surexpression des 
voies de signalisation Notch et Sonic Hedgehog. Le sous-type mésenchymateux est quant à lui marqué par des 
mutations variées concernant des gènes impliqués dans l’inflammation et la nécrose (superfamille TNF et NF-Kb) 
et une surexpression de gènes codant des protéines impliquées dans la migration cellulaire (CD44, MET, NF1). Le 
sous-type proneural présente une amplification du chromosome 7 et une perte du chromosome 10 moins marquée 
que le sous-type classique (54% des tumeurs), représente la majorité des mutations TP53 (64% des tumeurs), une 
majorité de cellules ayant une mutation IDH1 (91%). Le sous-type proneural n’a pas encore été confronté à la 
classification 2021 qui exclue la mutation IDH1 des GBM. Le sous-type neural est caractérisé par l’expression de 
gènes impliqués dans les projections neurales, axoniques et la transmission synaptique (D’après Sasmita et al. 
2018) 
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Ils ont cherché à comprendre si c’est l’ensemble de la tumeur qui est définie par un sous-type 

moléculaire ou bien s’il y avait des populations de cellules présentant des sous-types différents. Les 

analyses du transcriptome des GBM, notamment des séquences ARN sur les cellules individualisées 

(RNA-seq) ont permis de mieux définir l’hétérogénéité intratumorale dans les GBM. En effet, les 

analyses RNA-seq menées par Pattel et al. ont permis une caractérisation fonctionnelle in vitro de 

l’expression des gènes altérés identifiés en clinique dans les cellules de tumeurs prélevées (420 cellules 

au total) chez cinq patients. Brièvement, les auteurs ont représenté les similarités transcriptionnelles 

par positionnement multidimensionnel.  

Les cellules ont eu tendance à être classées en fonction de l’origine de la tumeur mais il y a eu 

un certain nombre de cellules tumorales dont les profils se chevauchaient indépendamment de 

l’origine tumorale.  

La variabilité d'une cellule à l'autre était également mise en évidence dans les schémas d'expression et 

d'épissage des voies de signalisation de la prolifération telles que les récepteurs à tyrosine kinase (RTK) 

comme l’EGFR. Dans une des tumeurs de patients, l’expression du récepteur EGFR n’était pas altérée 

dans 7% des cellules, 19% d’entre elles perdaient l’expression de la portion extracellulaire du récepteur 

et 25% d’entres elles présentaient un variant oncogénique. Les auteurs ont ensuite réalisé un 

regroupement hiérarchique des données afin de définir quatre méta-signatures. Il s’agit des signatures 

de l’expression de gènes associés à un processus biologique (hypoxie, cycle cellulaire, réponse 

immunitaire, profils proches des cellules saines cérébrales, ici les oligodendrocytes) qui varient entre 

les cellules d'une tumeur donnée ou de l'ensemble des données. Chaque méta-signature présentaient 

des résultats hétérogènes entre les cellules mais aussi d’une tumeur à l’autre, avec par exemple 1,4% 

à 21,9% des cellules positives pour l’expression des gènes associés au cycle cellulaire (Patel et al. 

2014).  Toutes les tumeurs présentaient des cellules conformes à un sous-type proneural, quel que soit 

le sous-type dominant de la tumeur. La définition de l’hétérogénéité moléculaire à partir de la tumeur 

entière ne permettait donc pas de définir exactement les sous-types présents dans la tumeur. En effet, 

ils ont également montré qu’il existait des cellules « hybrides », obtenant un score élevé pour deux sous-

types moléculaires (le plus souvent classique et proneural ou mésenchymal et neural).  

Ces états hybrides refléteraient le développement aberrant et la diversité phénotypique des 

cellules de GBM.  

2.4.1.3 Les profils phénotypiques cellulaires dans la masse tumorale du glioblastome 

Plus récemment, les séquençages ARN single cells de 28 GBM menés par Neftel et al. ont permis de 

montrer un degré supplémentaire d’hétérogénéité lié à l’état cellulaire des cellules de GBM (Neftel et al. 

2019). Brièvement, ils ont caractérisé de manière exhaustive l'hétérogénéité intratumorale moléculaire 

parmi les cellules de GBM en définissant les programmes d’expression de gènes qui variaient entre les 

cellules. Ils ont ensuite défini les programmes récurrents (méta-modules) entre les différentes tumeurs 

analysées et ont établi des profils types de cellules retrouvés dans chaque tumeur.  

Les auteurs ont décrit plusieurs ensembles de gènes retrouvés systématiquement dans les 

tumeurs (panels de gènes du cycle cellulaire, de la glycolyse, de l’hypoxie, etc). Deux étaient 

associés à un ensemble de gènes caractéristiques de cellules mésenchymateuses (MES-like, 
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indépendantes à l’hypoxie ou dépendantes à l’hypoxie). Les autres ensembles de gènes étaient 

associés au développement neurologique caractéristique des lignées gliales ou des cellules 

progénitrices (marqueurs astrocytaires « APC-like », oligodendrocytaires « OPC-like » et de 

cellules progénitrices « NPC-like »).  

La comparaison des méta-modules aux signatures des cellules neurales normales issues de RNA-seq 

de cerveaux de fœtus, de cerveaux d'adultes et de cultures in vitro de cellules saines du cerveau a 

permis de montrer que chaque ensemble de gènes correspondait à leur équivalent physiologique sain. 

Par exemple, les cellules tumorales astrocytaires-like « APC-like » présentaient une signature de gènes 

proche des astrocytes sains.  

Ainsi, les cellules de GBM présenteraient des imitations de programmes d’expression de gènes 

retrouvés dans les différents types de cellules saines retrouvées dans le cerveau mais avec 

d'importantes distorsions par rapport aux programmes normaux.  

Selon la signature de « type cellulaire », la physiologie des cellules de GBM pourrait varier, notamment 

leur prolifération. Par exemple 3 à 51% de cellules prolifératives étaient détectées dans les tumeurs, 

avec une détection majoritaire de cellules prolifératives ayant des profils oligodendrocytaires-like 

« OPC-like » et progéniteurs-like « NPC-like ». Les auteurs ont également détecté des cellules de GBM 

avec des profils hybrides, (AC-like/MES-like, NPC-like/OPC-like et AC-like/OPC-like), chacune ayant 

des capacités prolifératives variables.  

Quatre profils cellulaires coexisteraient donc dans le GBM : des cellules tumorales à profil 

mésenchymateux,  astrocytaire, progéniteurs et oligodendrocytaires (figure 19).  

Les données recueillies par les auteurs indiquent que les fréquences de ces profils varient entre les 

différentes tumeurs analysées et même, dans une certaine mesure, entre les différentes régions d’une 

même tumeur (des variations jusqu’à 60% pour les cellules à profil astrocytaires-like « AC-like » par 

Figure 19. Schématisation de l’hétérogénéité cellulaire intratumorale : les quatre principaux phénotypes 
cellulaires adoptés par les cellules de glioblastome. Chaque cellules tumorales composant la masse tumorale 
possèdent une signature moléculaire qui lui est propre. Selon les signatures, plusieurs profils cellulaires peuvent 
être dégagés et se rapprocheraient des caractéristiques de cellules gliales saines. Netfel et al. ont par exemple 
identifié des profils OPC-like (cellules progénitrices des oligodendrocytes), NPC-like (cellules progénitrices 
neurales), AC-like (astrocytes), MES-like (cellules mésenchymateuses) (D’après Netfel et al. 2019) 
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exemple). Les auteurs ont également constaté que dans un même sous type moléculaire défini par le 

TCGA, plusieurs profils cellulaires pouvaient coexister. Par exemple, une tumeur de sous-type neural 

contenait environ 20% de cellules tumorales progénitrices-like « NPC-like » et 10% de cellules des trois 

autres profils alors qu’une tumeur de sous-type proneural contenait environ 55% de cellules tumorales 

« NPC-like », 35% de cellules tumorales astrocytaires « AC-like », 5% de cellules tumorales 

oligodendrocytaires-like « OPC-like » mais pas de cellules tumorales mésenchymateuses-like « MES-

like ».  

Neftel et al. ont ainsi mis en évidence une forte plasticité entre ces quatre profils cellulaires, ce 

qui démontre qu'une seule cellule avec un profil cellulaire donné peut donner naissance aux 

quatre profils cellulaires.  

2.4.1.4 Implication des cellules souches cancéreuses dans l’hétérogénéité cellulaire de la masse tumorale 

Dans la littérature, il a été montré que les cellules souches de GBM sont capables in vivo de générer 

une nouvelle tumeur lorsqu’elles sont greffées chez l’animal.  

La tumeur est alors caractérisée par une hétérogénéité cellulaire avec de nouvelles cellules 

tumorales générées dont le degré de différenciation et les capacités à l’auto-renouvellement sont 

variables les unes des autres (Lathia et al. 2015).  

Il n’y aurait donc pas qu’une seule population donnée de cellules souches de GBM mais une multitude 

de sous-populations contribuant à des degrés différents à l’enrichissement de la diversité cellulaire dans 

la masse tumorale. Récemment, Bhaduri et al. se sont intéressés à l’impact de la diversité des CSC sur 

la distribution des populations cellulaires dans le GBM. Leur recherche c’est basé sur un modèle de 

greffe de tumeurs issues de patients sur organoïde cortical.  Le modèle organoïde cortical reproduit le 

modèle développement du cerveau généré à partir de cellules souches pluripotentes induites chez 

l'homme.  

Il contient alors la plupart des principaux types de cellules présents dans le cerveau humain en 

développement et peut favoriser le développement de l'hétérogénéité cellulaire tumorale et 

l'établissement d'une niche tumorale (Bhaduri et al. 2020).  

Leur modèle a bien permis de détecter la présence de multiples populations cellulaires aux propriétés 

souches au sein d'une même tumeur, dont au moins deux d’entre elles étaient capables de former à 

des populations tumorales hétérogènes. De plus, l’expression des gènes qui dictent le caractère souche 

(CD44, Sox2, Nestin, CD133, CD15) sont très hétérogènes entre les tumeurs, indiquant que les 

marqueurs de cellules peuvent être exprimés par de multiples types de cellules dans diverses 

combinaisons (Munthe et al. 2016 et Bhaduri et al. 2020). Cependant, ces signatures se sont révélées 

très similaires entre certaines cellules différenciées et certaines populations souches dans une même 

tumeur. Ceci suggérerait que la composition du type cellulaire d'une tumeur puisse dériver directement 

de sous-types de cellules souches précis contenus dans chaque tumeur. Par exemple, dans un 

échantillon de tumeurs, le principal sous-type cellulaire de cellules souches de GBM présentait des 

caractéristiques proches des progéniteurs neuraux en division et était corrélé à une augmentation de la 

proportion d’oligodendrocytes formés dans cet échantillon (plus de 30% de l’échantillon) (Bhaduri et al 
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2020). Dans d’autres tumeurs, la composition cellulaire de la tumeur était beaucoup plus hétérogène et 

semblait corréler à beaucoup plus de types de cellules souches. C’est le cas des cellules souches de 

GBM présentant des caractéristiques de cellules souches neurales capables de générer des neurones, 

des astrocytes ou des oligodendrocytes.  

Les tumeurs présentant un enrichissement de ces cellules souches de GBM bien particulières 

présentaient un enrichissement en astrocytes et en neurones et étaient capables d’infiltrer le 

cerveau lorsqu’elles sont greffées chez la souris.   

Pour étudier leur capacité migratoire, les auteurs ont procédé à la dissociation des tumeurs puis ont 

transfecté les cellules de sorte à induire une inhibition par ARN interférant (shRNA) de l’expression du 

marqueur PTPRZ1 caractéristique des cellules souches neurales. La migration in vitro des cellules 

dissociées en test de blessure est divisée par deux lorsque le marqueur souche PTPRZ1 n’est pas 

exprimé après un jour de migration. L’inhibition de la migration reste constante après trois jours de 

migration alors que la proportion de cellules non transfectées migratrices a augmenté de 20% après 

trois jours de migration.  

Ainsi, le type de cellule souche de GBM pourrait avoir un impact sur la progression tumorale, 

notamment sur l’enrichissement en certaines populations propices à l’extension de la tumeur 

(Bhaduri et al. 2020).  

Cependant, certaines publications nuancent l’implication stricte des cellules souches de GBM dans 

l’hétérogénéité intratumorale et préfèrent parler de plasticité cellulaire, c’est-à-dire que toutes les sous-

populations cellulaires présentes dans la tumeur présenteraient des propriétés à la fois souches et 

tumorigéniques. Elles transiteraient en différents états cellulaires selon les signaux reçus par leur 

microenvironnement. En effet, Dirske et al. ont mis en évidence que l’expression des marqueurs de 

cellules souches de GBM tel que CD133 était augmentée lors des cultures de cellules de GBM sous 

hypoxie.  

Plus de neuf profils cellulaires détectés étaient capables de former des sous-populations 

spécifiques sous hypoxie et certaines sous-populations formées pouvaient transiter d’un état à 

un autre (Dirkse et al. 2019). 

2.4.1.5 Contribution des cellules saines du cerveau à  l’hétérogénéité cellulaire au sein de la masse tumorale 

Lors des dissociations de GBM de patients dans l’étude de Neftel et al. sur l’hétérogénéité tumorale, les 

auteurs ont constaté la présence de cellules saines : des oligodendrocytes, des lymphocytes T et des 

macrophages. Si la présence de cellules endothéliales et de péricytes est depuis longtemps connue, 

certains auteurs se sont intéressés à l’infiltration des cellules du parenchyme cérébral dans les tumeurs 

de GBM. En 2017, Darmanis et al. ont déterminé les populations cellulaires présentes dans la masse 

tumorale par séquençage ARN. Sur les douze clusters obtenus, seuls trois d’entre eux correspondaient 

à des cellules tumorales (sous-type proneural, classique et mixte classique/mésenchymateux). La 

moitié des clusters renvoie à des signatures moléculaires endothéliales et microgliales et les autres à 

des signatures moléculaires oligodendrocytaires et astrocytaires. Parmi ces populations de cellules 
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saines, les cellules progénitrices, les neurones, les oligodendrocytes et les cellules endothéliales 

infiltraient la masse tumorale.  

2.4.2 Hétérogénéité cellulaire des glioblastomes au niveau péritumoral 

2.4.2.1 Les principales caractéristiques cellulaires et moléculaires au niveau péritumorale 

L’hétérogénéité serait également marquée au niveau de la région péritumorale infiltrante et non 

uniquement au sein de la masse tumorale. Gill et al. ont caractérisé les sous-types moléculaires des 

cellules de GBM récurrents présentes au niveau de la région péritumorale par séquençage de l'ARN et 

une analyse histologique sur des biopsies guidées par IRM. Les régions non-contrastées en IRM des 

GBM proneuraux, correspondant aux marges tumorales, expriment des gènes  exprimés 

physiologiquement par les cellules Olig2 positives/OPC. À l'inverse, les régions non-contrastées en IRM 

des GBM mésenchymateux expriment des gènes normalement exprimés par les cellules de la microglie 

et les astrocytes exprimant CD44+.  

Les marges des GBM proneuraux seraient marquées par des cellules de GBM aux propriétés infiltrantes 

(oligodendrocytes-like « OPC-like ») tandis que les marges des GBM mésenchymateux sont marquées 

par des cellules de GBM pouvant générer une inflammation. Cette propriété chez les GBM 

mésenchymateux a été confirmée par la détection de cellules de la microglie au niveau de la zone 

péritumorale qui ne sont pas présentes dans les marges des GBM proneuraux. Il est cependant 

important de souligner que les profils moléculaires des cellules des marges tumorales sont susceptibles 

de varier selon les conditions.  

Les profils moléculaires auraient donc un impact sur la réponse aux traitements puisqu’il a déjà été 

montré que les cellules de GBM « OPC-like » sont très sensibles à la chimiothérapie et aux radiations 

ionisantes par rapport aux cellules de GBM CD44+. De plus, il a été montré dans les GBM récurrents 

que les cellules tumorales OPC-like sont capables d’évoluer vers un profil mésenchymateux et seraient 

caractéristiques de la reprise tumorale (Gill et al., 2014 et Piao et al. 2013).  

2.4.2.2 Contribution des cellules souches de glioblastome à  l’hétérogénéité péritumorale 

Certains auteurs ont rapporté l’existence de cellules tumorales exprimant des marqueurs souches 

comme Nestin, Sox2, CD133 et CD44 dans la zone péritumorale. Ces cellules souches périphériques 

de GBM contribueraient à l’extension de la tumeur dans les tissus sains adjacents (D’Alessio et al. 

2019). La récupération et la mise en culture de populations tumorales exprimant des marqueurs 

souches dans la région péritumorale de GBM de patients dans l’étude de Nishikawa et al. a confirmé 

leur potentiel migratoire et invasif en chambre transwell (Nishikawa et al. 2018).   

De plus, lorsque ces cellules souches péritumorales de GBM sont mises en culture dans un milieu 

neurosphère permettant l’enrichissement en cellules souches, leur potentiel invasif et migratoire est fort 

quelques soient les sous-populations isolées (population souche 1 : +43% et +66%, population souche 

2 : +80% et +66% par rapport aux cellules tumorales isolées). L’inhibition de CD44 dans les cellules  

souches de GBM par ARN interférence réduit considérablement ce profil infiltrant, ce qui confirmerait le 

rôle des cellules souches péritumorale de GBM dans l’extension de la tumeur (Nishikawa et al. 2018).   
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2.4.2.3 Contribution des cellules du cerveau à l’hétérogénéité péritumorale 

Dans la région péritumorale des GBM, certains auteurs ont observé une accumulation de certaines 

gliales. Par exemple, les cellules de la microglie qui migrent vers la tumeur se localiseraient 

préférentiellement au niveau des marges de la masse tumorale (Müller et al. 2017). Certains astrocytes 

(exprimant les marqueurs GFAP et PDGFR1) seraient également localisés autour de la masse tumorale 

(Mega et al. 2020), ainsi que des cellules progénitrices des oligodendrocytes (Huang et al. 2014). Les 

mécanismes de communication de ces cellules gliales avec les cellules tumorales périphériques sont 

encore en cours d’étude, il semblerait que les cellules gliales et les cellules tumorales sécrètent des 

facteurs solubles modulant la prolifération, la survie et la réponse immunitaire. Ces échanges 

moléculaires, normalement mis en place par les cellules saines pour lutter contre la croissance 

tumorale, contribueraient indirectement à des modifications locales du comportement cellulaires au 

niveau des zones zones d’infiltration qui se traduiraient par une diminution de la médiane de survie des 

patients (7 mois lorsqu’il y a présence d’astrocytes péritumoraux contre 12,2 mois pour les patients 

témoins par exemple) (Leiss et al. 2020 et Altieri et al. 2021). D’autre part, les cellules progénitrices des 

oligodendrocytes péritumorales seraient capables d’induire une angiogenèse localisée au niveau des 

zones d’infiltration des cellules de GBM et serait de plus mauvais pronostic lorsque les cellules 

progénitrices des oligodendrocytes sont détectées dans les échantillons de patients (Huang et al. 2014).  

2.5 DESCRIPTION DES MECANISMES DE MIGRATION ET D’INVASION CHEZ LE GBM 

2.5.1 L’architecture de la cellule : le cytosquelette  

Depuis que les fibres musculaires ont été examinées en microscopie au XVIIème siècle, les chercheurs 

ont tenté de comprendre le processus qui générait des structures dynamiques et robustes qui organisent 

et perme  ttent la dynamique des cellules. La structure permettant la déformation et la mobilité de la 

Figure 20. Schématisation de l’organisation du cytosquelette. Le cytosquelette est composée de trois types 
de filaments : l’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires. Chacun d’entre eux vont moduler 
l’architecture de la cellule, avec des interactions physiques possible notamment aux niveaux des adhésions. 
L’organisation de l’actine-F va être à l’origine de la morphologie de la cellule ou de l’émission de protrusions 
(D’après Hohmann et Dehghani, 2019) 
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cellule s’appelle le cytosquelette. Il remplit trois grandes fonctions : il gère la structuration de la cellule, 

permet les intéractions entre la cellule et son microenvironnement et il permet à la cellule de se déplacer 

et d’adapter la morphologie de la cellule au cours du déplacement. Pour réaliser ces fonctions, le 

cytosquelette intéragit directement avec un ensemble de protéines adaptatrices. Le cytosquelette n'est 

pas une structure fixe, elle s’adapte continuellement notamment lors de la migration. Le cytosquelette 

est constitué de trois groupes de filaments, chacun ayant une organisation particulière (Hohmann et 

Deghani, 2019) (figure 20).  

2.5.1.1 Les Filaments d’actines 

Dans les cellules, les microfilaments d’actine (actine-F) se présentent sous forme de double hélice de 

5 à 7 nm de diamètre. L’actine-F est formée d’assemblages d’actines monomériques globulaires 

(Actine-G). La modulation du cytosquelette d'actine est régulée par l'équilibre entre l’actine-G et l’actine-

F. L'actine est considérée comme la plus dynamique des trois protéines du cytosquelette, capable 

d'effectuer de fortes modifications structurelles en l'espace de quelques minutes, déterminant ainsi la 

forme d'une cellule. Les actine-G sont des monomères dits polarisés, présentant une extrémité positive 

et une extrémité négative, c’est-à-dire que la polymérisation des monomères pour former l’actine-F sera 

rapide à l’extrémité positive et lente à l’extrémité négative. La polymérisation de l’actine-F est un 

processus spontané mais qui est insuffisant pour créer un réseau entier. Elle sera régulée par de 

nombreux complexes protéiques (figure 21) (Hohmann et Deghani, 2019).  

2.5.1.2  Les microtubules 

Les microtubules sont les plus rigides des trois filaments du cytosquelette et présentent la dynamique 

d'assemblage et de désassemblage la plus complexe. Un microtubule peut couvrir la longueur d'une 

cellule animale. Les microtubules sont constitués d'hétérodimères d'α- et β-tubuline formant des 

Figure 21. Polymérisation des filaments d'actine. a. La polymérisation du filament d'actine se produit 
préférentiellement à l'extrémité barbée à partir des complexes ATP-actine-profiline. Après l'incorporation d'un 
monomère d'actine au filament naissant, la profiline se dissocie. L'hydrolyse de l'ATP déclenchée par la 
polymérisation et la libération ultérieure de phosphate inorganique par les sous-unités d'actine rendent les filaments 
plus sensibles à la dépolymérisation et augmentent leur affinité pour le facteur de dépolymérisation de l'actine 
(ADF)/cofiline. Les sous-unités d'actine libérées se lient à la profiline, produisant de nouveaux complexes ATP-
actine-profiline. b. Les formines et c. les protéines Ena/VASP s'associent aux extrémités barbées des filaments 
d'actine. Elles favorisent leur élongation en recrutant les complexes actine-profiline qui protègent et ancrent les 

extrémités barbées à la membrane plasmique (D’après Svitkina et al. 2018). 
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filaments creux, généralement composés de 13 protofilaments. L’élongation des microtubules démarre 

au niveau du centre d'organisation des microtubules (MTOC) qui peut être localisé au niveau des 

centrosomes ou de l'appareil de Golgi. Le MTOC contient de la γ-tubuline qui permet d’amorcer la 

nucléation, l’assemblage des hétérodimères de tubulines, ainsi que des protéines de stabilisation 

d'ancrage et d'adaptation pour la stabilité et la fixation des microtubules à la membrane plasmique. 

(Fletcher et Mullins, 2010 et Hohmann et Deghani, 2019)  

2.5.1.3 Les microfilaments intermédiaires 

Les protéines formant des filaments intermédiaires constituent une grande classe de protéines, codées 

par au moins 70 gènes, organisant des filaments d'un diamètre de 10 nm. Les filaments intermédiaires 

sont regroupés en 5 classes selon leur structure et l'homologie de leur séquence. Ainsi, les quatre 

premières classes représentent les filaments intermédiaires cytoplasmiques, dans lesquelles on 

retrouve la vimentine, la nestine et la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) fortement exprimées dans 

les astrocytes, tandis que le type V sont des filaments nucléaires, appelés lamines (lamine A/C, B1, B2). 

Tous les filaments intermédiaires cytoplasmiques ont une structure similaire, constituée d'une hélice α 

centrale avec une structure non hélicoïdale à ses deux extrémités. La structure fininale d’un 

microfilament intermédiaire est constituées de huit tétramères (Hohmann et Deghani, 2019).  

2.5.2 Les principales caractéristiques de la mise en place de la motilité 

La capacité des cellules cancéreuses à se propager en envahissant les tissus adjacents, parfois suivie 

de métastases locales ou distantes selon les tumeurs, est une caractéristique des cancers.  La migration 

est un phénomène central de la progression des cellules cancéreuses dans le tissu sain et représente 

l’ensemble des étapes permettant l’induction de la motilité : la génération de protrusions cellulaires, 

l'adhésion à la MEC, la contraction du cytosquelette et la rétraction des adhésions. Pour que la migration 

Figure 22. Les principales étapes de l’établissement de la motilité cellulaire. La première étape de la mise en 
place de la motilité cellulaire est la polarisation. La cellule met en place un front de migration en fonction de signaux 
extracellulaires captés (chimiotactisme, durotaxisme, etc) et met en place des réarrangement du cytosquelette en 
conséquence. La deuxième étape est caractérisée par la mise en place des adhérences cellulaires avec la MEC, 
plus particulièrement des points focaux via les intégrines et les protéines adaptatrices des adhésions comme FAK. 
La troisième étape se déroule une fois les forces d’adhésion mises en place. Les fibres de stress d’actine et 
l’actinomyosine s’organisent au niveau des adhérences et vont se contracter pour générer des forces de tension 
nécessaires à l’avancée de la cellule en direction du front de migration. La quatrième étape est caractérisée par la 
rétraction du pôle opposé de migration. Elle est permise par la contraction des fibres de stress et le recyclage des 
intégrines, permettant la perte d’adhésion en arrière. (D’après Peglion, 2012) 
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soit dirigée, ces événements doivent être contrôlés et coordonnés dans l'espace et dans le temps, le 

long de l’axe de polarité avant/arrière mis en place par la cellule (Etienne-Manneville, 2013) (figure 22).  

2.5.2.1 La mise en place de la polarité cellulaire 

L’acquisition de la polarité asymétrique fait intervenir les petites protéines cytoplasmiques de la famille 

RhoGTPase : Cdc42, Rac1 et RhoA. RhoA est responsable de la coordination de la contractilité du 

centre et de l'arrière de la cellule, Rac1 régule la formation de protrusions au niveau du front de migration 

et CDC42 module la polarité cellulaire (Armento et al. 2017). Dans le cas des cellules de GBM, chacune 

de ces protéines vont s’accumuler dans des localisations cellulaires bien spécifiques qui pourrait 

dépendre des régions infiltrées. Le suivi in vivo de cellules de GBM C6 injectées par stéréotaxie chez 

le rat Wistar par microscopie confocale a montré que les cellules infiltrant le parenchyme cérébral et la 

région périvasculaire présentaient une augmentation de l’activité Cdc42 et Rac1 au niveau du front de 

migration par rapport aux cellules de la masse centrale. Cependant, l’activité Rac1 des cellules infiltrant 

le parenchyme cérébral était plus forte au niveau des protrusions par rapport aux cellules infiltrants le 

long de la paroi des vaisseaux sanguins. De plus, l’activité RhoA est inversement corrélée à celle de 

Cdc42 et Rac1, avec une inhibition plus marquée dans les cellules infiltrants le parenchyme cérébral. 

Ces résultats suggéreraient que les cellules de GBM infiltrantes présentant des activités Rac1 et Cdc42 

les plus élevées au front de migration et la plus faible activité RhoA pénètreraient préférentiellement 

dans le parenchyme cérébral (Hirata et al. 2012) (figure 23).  

2.5.2.2 Le cytosquelette de la cellule au cours de la migration  

2.5.2.2.1 Les interactions entre les filaments d’actine-F et les autres filaments du cytosquelette pour la mise en 

place du front de migration 

Il semblerait que l’organisation des différents filaments du cytosquelette contribueraient à la mise en 

place de la polarité cellulaire. S’il est établi que les microtubules participent à la polarité de différentes 

cellules cancéreuses, il a été montré que les microfilaments intermédiaires pouvaient intéragir avec 

Figure 23. Polarisation des cellules au cours de la migration.  L’établissement du front de migration nécessite 
une cascade de signalisation médiée par l’activation de Cdc42/RAC1/Par6-aPkc-Par3 à l’avant et par la régulation 
de l’activation de RhoA à l’arrière. Lorsque Cdc42 s’accumule au niveau du front de migration, elle est capable 
d’activer un complexe protéique (aPKC-Par6-Par3) pour entraîner l’augmentation de l’activité Rac1 au front de 
migration. Rac1 active à l'avant de la cellule supprime l'activité de RhoA à l’avant, qui se localisera sur les côtés et 
le pôle arrière des cellules. L’activité RhoA augmentera dans ces zones où elle supprime l'activité de Rac1. RhoA 
affecte la contractilité de l'actomyosine via la kinase Rho (ROCK). En outre, les adhésions fortes à l'arrière de la 
cellule entraînent une augmentation de la tension, l'ouverture de canaux Ca2+ activés par l'étirement et l'activation 
ultérieure de protéases susceptibles de cliver les protéines d'adhésion focale (Reig et al. 2014) 
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l’actine-F pour également faciliter la polarisation des cellules pour l’établissement du front de migration 

(Lanier et al. 2015, Seetharaman et Manneville, 2020) (figure 24).  

2.5.2.2.2 L’organisation du cytosquelette d’actine pour la mise en place de la motilité 

Au niveau du front de migration, les cellules émettent plusieurs types de prolongements cytoplasmiques 

: les lamellipodes, les filopodes, les fibres de stress, les petites protrusions membranaires blebs et les 

invadopodes.  

Chacune de ces structures contribue de manière unique à la migration. Les lamellipodes peuvent 

s'étendre sur de longues distances à travers la MEC, permettant leur traction à travers les tissus. Les 

fibres de stress sont de longs prolongements denses permettant l’accroche des cellules à la MEC et de 

générer les forces de tractions.  

Les filopodes permettent de sonder la composition du microenvironnement de la cellule. La formation 

de de blebs a été décrite comme un facteur de migration cellulaire directionnelle au cours du 

développement. Les invadopodes sont des protubérances qui permettent la dégradation locale de la 

Figure 24. Les interactions entre l’actine-F, les filaments intermédiaires et les microtubules. Les intéractions 
entre les différents filaments du cytosquelette seraient multiples et permettraient leur régulation mutuelle. Il existe 
de plus en plus de preuves d'une interaction entre les filaments intermédiaires, le réseau d'actine-F et le réseau de 
microtubules polarisés au front de migration. Par exemple, la vimentine est un type de filaments intermédiaires dont 
le déploiement serait corrélé à l’organisation de l’actine-F au niveau des lamellipodes et des fibres de stress. Elle 
participerait au renforcement des fibres de stress pour contrôler la polymérisation de l’actine-F. Les microtubules 
sont capables d’acheminer certaines protéines comme Arp2/3 pour générer un réseau branché d’actine-F.  
L’acheminement et l’activation de Rac1 et RhoA à leur pôle cellulaire respectif peut également réguler la dynamique 
de formation et déstructuration du cytosquelette. Si les microtubules peuvent influencer l’organisation du réseau 
d’actine-F, la réorganisation de l'actine-F au niveau du front de migration va à son tour favoriser la polarisation du 
réseau de microtubules déployé au front de migrations. Ceci permet d’assurer un réseau de faisceaux équilibrés à 

chaque pôle de la cellule. (Adapté de Lanier et al. 2015, Seetharaman et Manneville, 2020). 
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MEC pour faciliter l’infiltration (Ridley et al. 2011). Toutes ces structures sont très riches en filaments 

d’actine-F, qui s’organisent différemment selon les structures (figure 25)  

2.5.3 Le mode de déplacement des cellules de GBM 

Les différences histologiques des tumeurs et les études in vitro du comportement des cellules 

cancéreuses migratrices suggèrent que les cellules tumorales peuvent déployer différents modes de 

migration. Ils dépendraient de mécanismes spécifiques au type de cellule et de la topographie du 

microenvironnement local (Friedl et al. 2012). La migration individuelle et la migration collective sont les 

deux principaux modes de migration caractérisés dans les cancers (figure 26).   

2.5.3.1 La migration individuelle 

Les cellules tumorales sont capables de se détacher de la masse tumorale et de migrer 

individuellement. Dans le cas du GBM, ce type de migration peut être rencontrée lors de l’extension 

périphérique de la tumeur. Gritsenko et al. ont récapitulé l’infiltration de sphéroïdes constitués de 

cellules de GBM U251 et E98 à différentes échelles (in vitro, ex vivo et in vivo), permettant le suivi des 

différentes étapes de l’infiltration à l’échelle cellulaire. Après deux jours de suivis vidéomiscroscopiques 

Figure 25. Organisation de l’actine-F dans la cellule. a. Le réseau d’actine-F dans les prolongements de la cellule 
a été dans un premier temps caractérisé selon la synthèse du réseau par branchement, donc par action du complexe 
Arp2/3. Il existe d’autres arrangements du réseau d’actine dans les structures de la cellule motile. Les réseaux 
réticulés d’actine-F sont formés d’enchevêtrements d’actine-F déjà polymérisés. Ils sont ordonnés grâce à l’action 
de protéines de réticulation (fascine, actinine α, etc). Ils sont présents au niveau du cortex cellulaire et des 
lamellipodes et sont impliqués dans le contrôle de la forme de la cellule et de sa mise en mouvement vers le front 
de migration. b. Certains faisceaux d’actine-F peuvent être associés à des protéines contractiles comme la myosine. 
Ces faisceaux, appelés actine antiparallèle, constitueront les fibres de stress, des prolongements d’actine-F 
responsables des capacités contractiles de la cellule grâce à la fixation de protéine motrice telle que la myosine II. 
c. Les filaments des réseaux d’actine-F peuvent également être organisés parallèlement, notamment dans les 
filopodes. Les protéines de réticulations vont ordonner chaque faisceau d’actine-F dans la même direction, en face 

de la membrane plasmique. (D’après Blanchoin et al. 2014 et Svitkina et al. 2017) 

a b 
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in vitro 3D (matrice extracellulaire dérivée de la lame basale des vaisseaux sanguins, riche en acide 

hyaluronique et formées de couches d’astrocytes), quelques cellules de GBM se sont détachées de la 

périphérie de la masse tumorale et ont progressé dans la MECc environnante (Gritsenko et al. 2017). 

Les fronts d'invasion des structures tumorales sont généralement constitués de cellules ayant un fort 

potentiel infiltrant. Elles sont caractérisées par un réseau d’actine-F dense au niveau de leurs 

protrusions et possèdent de forte capacité à dégrader la MECc. Ces cellules du front d'invasion, 

appelées leader cells, vont analyser l’organisation du microenvironnement physico-chimique ce qui va 

leur permettre de créer un chemin d'infiltration de plus faible résistance pour les cellules « suiveuses » 

(Vilchez Mercedes et al. 2021) (figure 27).  

De plus, les leader cells sont capables de sécréter des facteurs chimioattractants captés par les cellules 

tumorales environnantes. Les cellules suiveuses migreront dans la direction des leader cells (Roussos 

et al. 2011). La migration individuelle est dépendante de la topographie du réseau de la MEC 

environnante et de la plasticité cellulaire, c’est-à-dire sa capacité à la déformation, la contraction de la 

cellule au cours du déplacement et ses interactions avec la MEC (Friedl et al. 2012).  

Figure 26. Les différents types de migration individuelle et collective des cellules. Les cellules sont capables 
de migrer collectivement ou individuellement en fonction du contexte physiologique comme l’embryogenèse 
(mouvement tissulaire collectif) ou la réponse immunitaire (diapedèse des cellules immunitaires, migration 
individuelle). Les migrations collectives sont majoritairement dépendantes des jonctions cellulaires, de la 
contractilité des cellules et de la dégradation de la MEC alors que les cellules individuelles se révèlent moins 

dépendantes voire plus hétérogènes par rapport à ces critères (D’après Friedl et al. 2012). 
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2.5.3.2 La migration collective  

 Au cours de l’initiation de l’infiltration depuis les marges tumorales, les cellules leaders et les cellules 

suiveuses vont interagir ensemble transitoirement. Cette coordination permet à des groupements 

entiers de cellules de progresser ensemble dans le tissu sain. Les leaders cells se détacheront 

périodiquement pour ouvrir de nouvelles voies de passage mais les cellules suiveuses maintiendront 

leurs interactions cellulaires. Ce mode de migration a été observé chez le GBM dans les travaux de 

Gritsenko. Les cellules ayant migré dans le sillage des leaders cells semblent maintenir des jonctions 

cellulaires au cours de leur trajet (Gritsenko et al. 2017).  

Pendant la migration collective, les jonctions intercellulaires assurent l'adhésion supracellulaire, la 

polarisation et le couplage mécanique de chaque cellule. Chaque cellule partage, au sein du collectif, 

la détection et l’intégration des signaux de guidage des leaders cells et de la topographie du 

microenvironnement (gradient de rigidité de la MEC, gradient moléculaire de la MECc, gradient 

électrochimique) (Haeger et al. 2015). Le traitement de ces signaux et la transmission des forces de 

tractions et d’adhésion à travers le groupement collectif en migration est assuré par des jonctions 

intercellulaires de différentes natures : 

- Des jonctions serrées impliquant la famille des claudines, occludines et zonula occludens. Ces 

jonctions permettent de coordonner la cohésion des groupements cellulaires par rapport à la 

motilité des cellules (Friedl et Mayor, 2017).  

- Des jonctions adhérentes impliquant la famille des cadhérines. Ce sont les protéines les plus 

impliquées dans les jonctions des cellules migrant collectivement. Les cadhérines forment des 

complexes avec des protéines intracellulaires comme les caténines qui assurent la stabilité des 

cadhérines des jonctions adhérentes (Kourtidis et Anastasiadis, 2013). Mais aussi, avec 

d’autres molécules de surface comme les intégrines qui sont majeures lors des adhésions avec 

la MEC. Leur association permet de réguler les jonctions intercellulaires en fonction des forces 

d’adhésions que la cellule tumorale va déployer (Collins et Nelson, 2015). De plus, dans les 

récents travaux de Gritsenko et al. visant à caractériser la migration collective des cellules de 

GBM issus de deux patients, il a été montré par la détection des protéines des jonctions 

adhérentes et par vidéomicroscopie 3D time-lapse que les jonctions adhérentes sont 

Figure 27. Infiltration des leaders cells et des cellules suiveuses. Les leader cells sont les premières cellules 
à infiltrer la MEC. Elle remodèlent la MEC pour créer une nouvelle voie de passage pour les cellules suiveuses. 
Les leader cells sécrètent des protéases matricielles et des molécules de la MEC pour faciliter l'invasion des 
cellules suiveuses (voie de migration indiquée par un gradient sombre dans l'environnement). Les leader cells 
peuvent également exercer des forces de tension sur la MEC pour modifier son agencement spatiale (D’après 

Vilchez Mercedes et al. 2021) 
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constamment maintenues au cours de la migration collective (2 à 6 connexions par cellule, 

réparties sur tous les pôles de la cellule). Les cellules de GBM collectives exprimaient bien les 

acteurs principaux des jonctions adhérentes la E-cadhérine, la N-Cadhérine, la β-caténine et la 

p120 caténine. La perte d’expression des cadhérines et des caténines par ARN interférent 

perturbait les jonctions et entraînait une individualisation des cellules. En particulier, la perte 

d’expression de p120 caténine réduisait la progression tumorale des cellules injectées par 

stéréotaxie chez la souris se caractérisait par une diminution de la progression de cellules de 

GBM de 10 à 25% selon le patient (Gritsenko et al. 2020). 

- Les Gap junctions ou jonctions communicantes, formées par 6 sous-unités connexines comme 

la connexine 43 (Cx43) dans le GBM. Ce type de jonctions permet le transfert de cofacteurs 

tels que les ions calcium nécessaires à l’activité protéique au cours de la migration (Trepat et 

al. 2012). L’implication de la Cx43 dans la migration collective des cellules de GBM apparaît 

encore mal définie. Il a été montré dans une étude sur la migration collective des cellules de 

GBM U118 que la perte d’expression de la Cx43 par ARN interférant induisait une migration 

individuelle in vitro en 2D (test de blessure et suivi de vidéomicroscopie) et en 3D (test de 

bourgeonnement) (Aftab et al. 2015). Dans une étude plus récente d’Aftab et al. sur les cellules 

de GBM C6 ont démontré que l’expression de la Cx43 induisait une augmentation de plus de 

50% de la migration collective en test de blessure et induirait une augmentation de l’activité 

MMP3 par zymographie (Aftab et al. 2019). La Cx43 pourrait donc permettre le maintien de la 

migration collective dans les cellules de GBM.  

L’impact de cette migration collective médiée par la Cx43 n’a pas encore été étudiée dans le cas de la 

réponse au traitement, la Cx43 étant impliquée dans l’infiltration des cellules de GBM pour la 

recolonisation des zones réséquées, irradiées ou pour la résistance à la chimiothérapie (Weil et al. 

2017). En effet, Osswald et al. ont publié un ensemble de travaux mettant en évidence pour la première 

fois l’importance de l’établissement de jonctions communicantes fonctionnelles Cx43 dans l’infiltration 

des GBM. En effet, la perte d’expression Cx43 de cellules de GBM issus de patients greffées chez la 

souris par stéréotaxie entraînent une perte de la formation de jonctions intercellulaires Cx43 

dépendantes, une diminution de 33% du volume tumoral 72h après l’implantation et une diminution de 

75% des transferts de calcium (Osswald et al. 2015). 

Il existe également plusieurs isoformes de la Cx43, notamment la forme Cx43-20k un fragment de 

l’extrémité C-terminale. Dans certains processus, comme la migration des crêtes neurales, cet isoforme 

agit comme un facteur de transcription responsable de l’induction de l’expression de la N-cadhérine 

dans les cellules à migration collective (Kotini et al. 2018). Ainsi, la Cx43 pourrait également participer 

à la formation des jonctions adhérentes pour la migration collective.  
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2.5.3.3 Le phénotype des cellules migratrices 

Les différentes recherches sur la migration individuelle et collective des cellules tumorales ont mis en 

évidence que différents phénotypes cellulaires qui traduisent la façon dont les cellules vont se comporter 

au cours de la migration. Il existe à ce jour deux principaux phénotypes (Friedl et al. 2012) (figure 28) :  

- Les cellules de phénotype mésenchymateux possèdent une forme allongée qui va permettre 

une adaptation au réseau des fibres de la MEC locale. La migration des cellules est directement 

influencée par la capacité des cellules à interagir avec les molécules de la MEC et de l’activité 

protéolytique cellulaire nécessaire pour remodeler la MEC locale pour se frayer un passage 

(Friedl et al. 2012). L’utilisation de gels de collagène tridimensionnels (3D), de cultures 

organotypiques sur coupes de cerveau et de l'imagerie des cellules de GBM par microscopie 

de fluorescence dans des modèles de souris in vivo a permis d'établir que les cellules leader 

de GBM possèdent un phénotype mésenchymateux. Ce profil est caractérisé par une extension 

polarisée des protrusions (pseudopodes, lamellipodes et filopodes) dans la direction de la 

migration cellulaire. Les cellules mettent en place des points focaux d’adhérence renforcés par 

l’expression des sous-unités αvβ3 des intégrines et la phosphorylation des protéines 

intracellulaires FAK et Src (Zhong et al. 2010).  

- Les cellules de phénotype amiboïde possèdent une morphologie plutôt arrondie avec des 

protrusions de faible longueur. Elles établissent peu d’adhésion cellule/MEC pour progresser à 

travers les tissus. A la place, elles possèdent de fortes capacités à la déformation pour s’adapter 

au maillage moléculaire de la MEC (Liu et al. 2015). En pénétrant dans les zones vides du 

maillage, la membrane plasmique des cellules va se déformer pour adopter la forme de ces 

espaces, formant des blebs. L’augmentation de la pression dans les espaces libres va déformer 

la MEC locale, ce qui permet ensuite le passage des cellules (Paluch et al. 2016). La 

composition de la MECc, notamment la concentration en AH, pourrait avoir un impact sur 

l’expression d’un phénotype améboïde par les cellules de GBM. Récemment, Cui et al. ont 

démontré que la culture de cellules U87 dans des hydrogels de collagène provoque l’apparition 

de profils mésenchymateux et amiboïdes. Cependant, lorsqu’elles sont cultivées dans des 

matrices avec une faible concentration en AH, les profils mésenchymateux possèdent des 

protrusions moins longues et plus épaisses et la culture en matrice riche en AH provoquent une 

Figure 28. Les différents types de migration individuelle. Lorsque les cellules migrent dans des espaces 
confinés, elles peuvent faire preuve de fortes capacités à la déformation (migration améboïde) ou bien se servir 
de la MEC comme point d’accroche (migration mésenchymateuse) (Adapté d’après Seetharaman et Etienne-
Manneville, 2020) 
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surreprésentation des phénotypes amiboïdes. Ces profils seraient corrélés à une diminution 

croissante de l’expression de la sous-unité β1 des intégrines et une concentration croissante 

de l’actine corticale observés en microscopie de fluorescence en fonction de la concentration 

en AH (Cui et al. 2020). De plus, il existe également des profils de migration intermédiaires pour 

lesquels les cellules peuvent passer d’un phénotype à l’autre. Par exemple, les cellules 

mésenchymateuses peuvent basculer vers un phénotype amiboïde si les forces d’accroche à 

la MEC sont faibles, ce qui montre que le phénotype de la migration est extrêmement 

dynamique selon les propriétés du microenvironnement (Liu et al. 2015).    

2.5.4 La phase d’adhérence cellulaire à la matrice extracellulaire environnante 

Quel que soit le mode de migration adopté par les cellules infiltrant les tissus, elles doivent être capables 

d’interagir rapidement avec leur environnement. Les cellules migratrices mettent alors en place des 

adhésions cellule/cellule ou bien cellule/MEC. Les forces d’accroches à la MEC s’établiront aussi bien 

au front de migration pour la traction des cellules qu’à leur flanc pour leur stabilisation. Le processus 

d’adhésion est un processus dynamique, avec des cycles d’adhésion et de dé-adhésion pour permettre 

la progression des cellules (Peglion et al. 2012). 

2.5.4.1 L’adhésion médiée par les intégrines  

2.5.4.1.1 Définition générale de l’adhésion cellule/MEC 

Les cellules individuelles en migration doivent détecter les propriétés physiques de la MEC (rigidité, 

composition moléculaire, etc) et, en réponse, appliquer les forces appropriées pour générer le 

mouvement. L'adhésion et la traction sur l'ECM reposent principalement sur les protéines 

transmembranaires de la famille des intégrines. Au fur et à mesure que la surface des cellules interagit 

sur la MEC, un nombre croissant d'intégrines interagissent avec les protéines de la MEC. Ceci est à 

l’origine de la formation de multiples adhésions localisées appelées complexes focaux. Les étapes 

initiales menant à la formation des complexes focaux se produisent avant la détection des propriétés 

mécaniques de la MEC. Ce sont les forces générées entre les complexes focaux et la MEC (résistance, 

rigidité, capacité des cellules à se contracter) qui contribuent à la maturation des adhésions naissantes 

en points focaux d’adhérences (De Pascalis et Etienne-Manneville, 2017) (figure 29).  

2.5.4.1.2 Signalisation médiée par les intégrines 

Les intégrines sont des récepteurs hétérodimériques transmembranaires constitués de deux sous-

unités alpha et béta. Il existe actuellement plus de 24 associations de sous-unités connues à ce jour. 

Les sous-unités α3, α6, αVβ3 et αVβ1 sont particulièrement surexprimées dans les adhésions des GBM 

et seraient un facteur de résistance à la thérapie. De manière intéressante, certaines recherches ont 

mis en évidence que certaines sous-unités comme α3 et α6 sont surexprimés dans des populations de 

cellules souches de GBM capables d’initier la progression tumorale. Ainsi, les cellules souches de GBM 

à forte expression α6 présenteraient une prolifération plus élevée et une capacité accrue à former des 

neurosphères in vitro, ainsi qu’une progression tumorale accrue in vivo par rapport aux CSC à faible 

expression α6. α6 et α3 favoriseraient également le processus d'invasion, par coopération avec la N-
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cadhérine et l’activation de voies de signalisation associées à la migration et la survie (ERK par 

exemple) (Malric et al. 2017).  

Chacune de ces sous-unités sont capables de se lier à des séquences en acides aminés bien précises 

de protéines de la MEC, comme le motif Arginine-Glycine-Acide Aspartique (RGD). Les interactions 

entre la partie extracellulaire des intégrines et ces motifs engendrent une signalisation intracellulaire qui 

se propage aux protéines associées à la partie intracellulaire des intégrines (Ellert-Miklaszewska et al. 

2020). 

Figure 29. Organisation des protéines impliquées dans l’établissement des adhérences cellulaires. Les 
adhésions cellulaires à la MEC sont caractérisées par l’interaction des intégrines avec les molécules de la MEC. 
Ceci va générer une signalisation intracellulaire vers les protéines adaptatrices du cytosquelette d’actine. Ces 
protéines adaptatrices forment un pont physique entre les intégrines engagées avec la MEC et les fibres 
contractiles d’actine-F. Les intégrines et l'actine sont séparées par un noyau d'adhésion focal de 40 nm subdivisé 

en trois groupes :  

- Un groupe inférieur qui est directement fixé à la partie intracellulaire des intégrines. La paxilline et la 
kinase d'adhésion focale (FAK) possèdent des domaines de fixation pour d’autres protéines associées à 
la transduction des forces et pour des protéines de voies de signalisation de la migration comme Src, 
protéine activant Rac1 et Cdc42 au niveau des complexes d’adhésions dans les lamellipodes (Sulzmaier 
et al. 2014 et Lopèz-Colomé et al. 2017). Leur activation permettra la polymérisation de l’actine-F pour la 

motilité (Devreotes et Horwitz 2015). 

- Un groupe intermédiaire permettant la transduction des forces d’accroches, c’est le cas de la taline et de 
la vinculine. FAK et la paxiline activée par phosphorylation peuvent recruter ces deux protéines vers les 
adhésions focales naissantes. Ces protéines se fixent à l’actine-F et peuvent changer de conformation 
lors d'un étirement induit par les forces mises en jeu dans l’adhésion. Ainsi, elles permettent la 
transmission de la force par les sous-unités intégrines β pour moduler la signalisation de la migration.  

- Un groupe supérieur permettant de réguler le branchement du réseau d’actine-F aux adhésions, c’est le 
cas des protéines de la famille Ena/Vasp ou encore de l’α-actinine, notamment l’actinine 4 qui est 
surexprimée dans les gliomes de haut grade (Tentler et al. 2019) 

(Schéma obtenu sur le site internet “mechanobio” à partir de l’adresse suivante :  
https://www.mechanobio.info/what-is-mechanobiology/how-do-focal-adhesions-facilitate-mechanosensing/ ) 

https://www.mechanobio.info/what-is-mechanobiology/how-do-focal-adhesions-facilitate-mechanosensing/
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2.5.4.2 Le recyclage des intégrines 

Pour permettre la traction des cellules, le front de migration doit se dissocier de la MEC. Un trafic des 

intégrines va se mettre en place pour assurer la diminution de la tension à l’avant de la cellule, puis leur 

relocalisation dans la direction de migration (figure 30).  

Le recyclage des intégrines est donc un mécanisme important pour maintenir des adhésions 

dynamiques et une génération adéquate des protrusions (Nagano et al. 2012) (figure 31).  

Le trafic des intégrines semblerait dépendant de l’hétérodimère et de l’environnement de la cellule. Par 

exemple, dans le cas d’une migration cellulaire directionnelle 2D, le recyclage est préférentiel pour 

l'hétérodimère αvβ3 par rapport à l'intégrine α5β1, et inversement dans le cas de l’invasion 3D (Hamidi 

et Ivaska, 2018).   

2.5.4.3 L’adhésion et le cas particulier du récepteur CD44 

CD44 est un récepteur transmembranaire surexprimé par une grande proportion des cellules de GBM, 

certains auteurs rapportant une expression à 70% (Kim et Kumar, 2014). Ce récepteur a été décrit 

Figure 31. La perte des adhésions focales implique l’endocytose des intégrines. FAK phosphorylée sur la 
tyrosine 925 permet l’interaction avec Grb2, qui permet de recruter la dynamine. Ce complexe ternaire est 
responsable de l'internalisation des intégrines par endocytose, permettant le désassemblage des points focaux. 
Cependant, la régulation de la phosphorylation d’autres acides aminés composant FAK est important dans le 
désassemblage des intégrines. La déphosphorylation de la tyrosine 397 de FAK est un facteur de désassemblage 
qui survient après l’extension des microtubules dans les points focaux. FAK a donc un rôle central dans la formation 

et le désassemblage des points focaux médiés par les intégrines (Nagano et al. 2012).  

Figure 30. Désassemblage des adhérences focales et impact sur la migration. La dynamique de formation 
des adhésions cellulaires à la MEC est crucial pour permettre la traction des cellules. Il est nécessaire que la cellule 
mette en place un équilibre entre l’assemblage/désassemblage des points focaux d’adhérence au front de migration 
et le décrochage des jonctions entre les intégrines au pôle arrière de la cellule au cours du mouvement. Si les 

cycles de désassemblage sont  prédominants, la cellule ne migre plus.(Adapté d’après Nagano et al. 2012). 
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comme contribuant à l’adhésion via la fixation à l’acide hyaluronique. Des tests de dé-adhésion cellulaire 

de cellules de GBM U373 sur des revêtements d’épaisseur croissante en acide hyaluronique (0,95 à 

4,9 kPa) ont montré une corrélation entre la concentration en acide hyaluronique et les forces 

d’accroche des cellules U373 (2,5% à 22% de cellules adhérentes après trente minutes). La perte 

d’expression du récepteur entraîne une inhibition de l’adhésion des cellules à l’acide hyaluronique (Kim 

et Kumar, 2014). CD44 serait localisé aux extrémités des protrusions et aux niveaux des points focaux. 

Récemment, CD44 a aussi été observé dans des structures appelées « microtentacules ». Il s’agit de 

prolongements cellulaires pouvant mesurer plusieurs micromètres et qui se développent au cours de 

l’infiltration. Ces structures, composées de prolongements largement dépendants des microtubules, se 

développeraient uniquement dans les zones riches en acide hyaluronique et sont CD44 dépendant 

(Wolf et al. 2020).  

2.5.5 L’invasion chez le glioblastome 

2.5.5.1 Définition de la transition épithélio-mésenchymateuse  

Les cellules migratrices vont modifier leur propriété physique tout au long de la migration : la transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM). La TEM consiste à une transition d’un phénotype cellulaire 

épithélial à un phénotype mésenchymateux (Figure 32).  

Ce type de transition a été démontré pour de nombreux types de cancers épithéliaux. Les cellules 

tumorales vont perdre l’expression de marqueurs épithéliaux comme l’E-cadhérine et vont alors 

exprimer des marqueurs mésenchymateux de surface comme la N-cadhérine.  Plus spécifiquement, 

l’activation de la voie canonique Wnt et la perte d’expression de la E-cadhérine entraîne une 

délocalisation de la β-caténine vers le noyau (Iwadate et al. 2016). Ceci permet aux cellules tumorales 

de surexprimer les facteurs de transcriptions comme SNAIL, Slug, ZEB1 et Twist qui vont induire 

l’expression de gènes de marqueurs de TEM comme la N-cadhérine, les protéines RhoGTPase 

responsables de la contraction de l’actine-F au front de migration (Mrozik 2018) ou encore la vimentine. 

En effet, la vimentine se déploie au niveau des adhésions focales et jouerait un rôle dans les cycles 

Figure 32. La transition épithélio-mésenchymateuse. Les cellules tumorales subissant une TEM sont associées 
à des modifications cellulaires et moléculaires qui entraînent une perte des jonctions intercellulaires. Ce 
phénomène favorise la migration individuelle des cellules au front de migration ainsi qu’une invasion locale. Par 
ailleurs, certaines cellules infiltrantes possèderaient déjà un profil mésenchymateux et acquerraient des marqueurs 
de cellules souches. (Adapté d’après Mittal, 2018 et Iwadate et al. 2016). 
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d’adhésion lors de la motilité. Elle permet aussi de guider l’élongation des microtubules au niveau des 

protrusions du front de migration et permet l’alignement parallèle des fibres de stress d’actine (Battaglia 

et al. 2018).  

Un microenvironnement hypoxique est généralement considéré comme un puissant inducteur de la 

TEM. Dans les gliomes diffus, les régions inflammatoires et hypoxiques au sein de la tumeur ou des 

tissus sains adjacents peuvent entraîner le recrutement de cellules immunitaires circulantes ou 

résidentes. Ces cellules libèrent un certain nombre de facteurs de croissance, notamment le TGF-β, 

l’EGF, le PDGF et le FGF. Ces facters augmente l’expression des facteurs de transcription nécessaires 

à l'initiation de la TEM, l’expression des marqueurs décrits précédemment, ainsi que de nombreuses 

protéases comme MMP2 et MMP9 qui renforce le caractère infiltrant des cellules tumorales (Pala et al. 

2013 et Xu et al. 2015).  

2.5.5.2 La transition épithélio-mésenchymateuse chez le glioblastome 

Cependant, dans le cas des cellules de GBM, l’expression basale des protéines du phénotype épithélial 

est faible. La TEM dans les cellules GBM serait donc un moteur permettant la rupture des jonctions 

intercellulaires permettant la dissémination des cellules plutôt qu’une transition phénotypique et un 

switch de l’expression des cadhérines (Iwadate, 2016). La TEM chez le GBM est un processus similaire 

à la TEM des cancers épithéliaux dont les caractéristiques commencent à être mieux décrites. Les 

cellules de GBM qui infiltrent le parenchyme cérébral sembleraient posséder un phénotype intermédiaire 

à ceux décrits par la TEM, avec une redistribution de la N-cadhérine de la membrane plasmique au 

cytoplasme (Siebzehnrubl et al. 2013).  

Paradoxalement, certains auteurs ont reporté que lors de la TEM, les cellules migratrices peuvent 

présenter une expression des facteurs de transcriptions de la TEM plus contrastée qu’au cours de la 

TEM standard et peuvent adopter des caractéristiques proches des cellules souches (expression CD44, 

CD133, CD15, OLIG2). Ceci s’expliquerait par le fait que les cellules migratrices possèderaient déjà 

des caractéristiques mésenchymateuses (Iser et al. 2017). Les protéines responsables de la modulation 

de l’expression des facteurs de la TEM chez le GBM sont encore mal isolées. Drachsler et al. ont 

constaté à travers l’analyse de coupes de GBM de patients que les tumeurs dont les cellules 

présentaient un profil agressif décrit par la TEM présentent une expression CD95 élevée. Elle est 

marquée par l’expression des marqueurs souches CD15 et CD44 20 à 40% supérieure selon le degré 

d’expression de CD95 (faible ou négative respectivement) et le maintien de l’expression des transcrits 

SNAIL et de la vimentine (Drachsler et al. 2013).  

2.5.5.3 Les voies de passage des cellules de glioblastome 

2.5.5.3.1 Migration depuis les structures de Scherer secondaires 

Bien que les cellules de GBM infiltrent le tissu sain, le parenchyme cérébral demeure un environnement 

complexe. Les maillages de la MECc et la composition cellulaire engendrent une résistance physique 

qui peut entraver l’infiltration. (Lyutfi et al. 2020). Pour faciliter leur progression, les cellules tumorales 

vont utiliser à leur avantage les prolongements des cellules gliales, les réseaux de fibres blanches et 

les vaisseaux sanguins pour guider leur progression (figure 33) (Cuddapah et al. 2014). En 1938, 

Scherer est le premier à avoir décrit le passage des cellules de GBM dans le tissu cérébral sain par ces 



INTRODUCTION 

63 
 

voies anatomiques. Ses recherches ont été réactualisées par ses contemporains puis récapitulées par 

Claes et al. en 2007. Le terme "structures secondaires de Scherer" a été utilisé pour décrire les 

structures formées par les cellules infiltrantes autour des tissus préexistants, par opposition aux 

« structures primaires de Scherer » représentées par une accumulation des cellules au niveau des 

zones nécrotiques et de la microvascularité tumorale. Il est maintenant utilisé pour décrire les structures 

sur lesquelles les cellules de gliomes diffus envahissent. Elles comprennent l’accumulation des cellules 

tumorales autour des corps cellulaires des neurones, la surface sous-piale, la migration le long de la 

paroi des vaisseaux sanguins et des faisceaux de fibres myélinisées reliant les régions cérébrales 

(Hatoum et al. 2019).  

Récemment, Lyutfi et al. ont récupéré des colorations hématoxyline/éosine de suivis histologiques de 

patients atteints de GBM afin d’identifier les patterns d’infiltration à partir des classifications en vigueur 

à ce moment. Ils ont constaté que l’ensemble des cellules de GBM s’accumulaient au niveau 

périvasculaire et périneuronal (Lyufti et al. 2020). L’affinité des cellules tumorales pour ce mode de 

dissémination n’est pas encore clairement déterminée. L’espace périvasculaire représente un point 

d'entrée de l'oxygène, du glucose et d'autres nutriments dans le cerveau. Il s’agirait donc d’un point 

d’accès que les cellules de GBM utiliseraient pour répondre à leur besoin métabolique.  De plus, la 

membrane basale des cellules endothéliales est riche en protéines de MECc telles que la laminine, la 

fibronectine et la vitronectine. Elles serviraient de point d’ancrage médié par les intégrines et 

favoriseraient la migration cellulaire (Baker et al. 2014). Les cellules endothéliales produiraient 

également des facteurs chimiotactiques comme la bradykinine qui se fixe sur les récepteurs B2 des 

cellules de gliomes et enclencherait la libération intracellulaire d’ions Ca2+, facilitant la migration des 

cellules tumorales (Seifert et Sontheimer, 2014. Cuddapah et al. 2014).  

 

Figure 33. Schématisation des structures secondaires de Scherer. Les structures secondaires de Scherer sont 
des voies de passage naturelles des cellules des gliomes diffus qui contribuent à leur dissémination à travers le 
parenchyme cérébral. Les cellules tumorales peuvent migrer à partir des réseaux neuronaux (a.), s’aider du réseau 
vasculaire préexistants (b.), des grands faisceaux de fibres blanches comme le corps calleux (c.) ou s’accumuler 
au niveau de l’espace sous-arachnoïdien (d.). (D’après Cuddapah et al. 2014) 
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La dissémination tumorale peut également passer par les fibres myélinisées intra-hémisphériques et 

les fibres de projection de la capsule interne (corps calleux) reliant les deux hémisphères. Ainsi, les 

cellules tumorales vont se disséminer dans les régions du même hémisphère ou bien dans les régions 

de l’hémisphère opposé. Les cellules de GBM expriment une multitude de protéines agissant comme 

des molécules de guidage axonal. Les molécules de guidage axonal les plus importantes sont : les 

éphrines (Eph), les netrines, les Slits et leurs récepteurs roundabout (Robo) ainsi que les sémaphorines 

et leurs récepteurs, la plexine et la neuropiline. L’association des couples ligands/récepteurs exprimés 

à la surface des axones et des dendrites myélinisés et des cellules de gliomes serait à l’origine de la 

migration le long des fibres blanches (Armento et al. 2017).  

2.5.5.3.2 Adaptation morphologique des cellules à la topographie du microenvironnement 

Au cours de l’infiltration, les cellules de GBM doivent être capable de s’adapter au réseau de fibres de 

la MECc. La conduction de suivis en temps réel de l’infiltration in vivo et ex vivo montre que les cellules 

infiltrantes de GBM subissent des changements morphologiques et de volume au cours de leur 

progression (Cuddapah et al. 2014).  

Figure 34. La regulation hydrodynamique des cellules de gliome au cours du mouvement. a. Les cellules de 
gliome sont soumises à des contraintes spatiales environnementales, que ce soit les cellules environnantes, la 
MEC ou lorsqu'elles migrent le long des vaisseaux sanguins. Les cellules de gliome expriment divers canaux 
ioniques et des aquaporines à leur surface qui permettent des transferts d’ions et en eau respectivement. b. Lors 
de la stimulation des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), on observe une augmentation de la 
concentration intracellulaire de Ca2+ dans les cellules de gliome, ce qui entraîne une activation Ca2+-dépendante 
de l'ouverture des canaux ClC3 et KCa3.1 dépendants de la protéine kinase II Ca2+/calmoduline (CaMKII). Cela 
entraîne l'efflux de Cl- et de K+,  ce qui entraîne des efflux en eau. Cette diminution de volume permet aux cellules 
de gliome de réduire le volume cytoplasmique et de s’adapter à une topographie plus exiguë. c.Après avoir franchi 
une zone étroite,  lescellules de gliome peuvent regagner du volume grâce à l'afflux d'ions  (cotransporteur Na+-

K+-Cl- (NKCC1) et le canal ionique). (Adapté de Cudappah et al. 2014) 
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En effet, Watkins et Sontheimer ont démontré ex vivo que les cellules de GBM U251 et D54 mises en 

culture sur des coupe de cerveau de souris présentaient des modifications périodiques du volume 

cellulaire (jusqu'à 33 %) lorsque les cellules génèrent des protrusions cellulaires et lors de la rétraction 

de ces processus. Ces modifications du volume cellulaire apparaissaient également in vitro lorsque les 

cellules migrent à travers différentes tailles de pores de chambre transwell (3 à 8 µm de diamètre) 

(Watkins et Sontheimer, 2011). Ces modifications du volume cellulaire pourraient être dues à la 

surexpression en surface des aquaporines ou une modification d’expression des canaux ioniques 

(figure 34).  

Les aquaporines (AQP) sont des canaux transmembranaires permettant le passage de l’eau, présents 

à la surface des cellules sous forme de tétramères exprimés par la majorité des cellules gliales. Chaque 

monomère est une protéine de 28-30 kDa, qui contient six α-hélices transmembranaires. Dans les 

cellules de GBM, l’AQP1 et 4 seraient surexprimées, notamment au niveau des cellules péritumorales 

et dans les zones où la pression osmotique augmente (œdème vasogéniques, régions hypoxiques) 

(Mou et al. 2010 et Maugeri et al. 2016). Les échanges ioniques, via les canaux chlorures et potassiques 

notamment, permettraient également de modifier les entrées et sorties en eau du comportement 

intracellulaire et extracellulaire. Par exemple, dans les cellules de gliomes, le co-transporteur Na+, K+, 

Cl- est surexprimé et augmente les influx en ions Cl-. Pour faire face à cet influx, le canal ionique CIC3 

s’active et induit un efflux de Cl-. Cette perte en ions Cl- entraîne un efflux en eau, diminuant le volume 

cellulaire (Cuddapah et al. 2014). 

 

2.5.5.3.3 L’activité protéolytique au cours de l’invasion 

Les modifications morphologiques et du volume cellulaire des cellules migratrices de GBM ne sont pas 

toujours suffisantes selon le phénotype des cellules tumorales. En effet, elles doivent rompre la MEC 

locale pour poursuivre la progression à travers le parenchyme cérébral. Pour cela, les cellules tumorales 

vont sécréter localement des facteurs dont l’activité protéolytique va rompre les différentes molécules 

de la MECc. Parmi ces facteurs, les métalloprotéases matricielles (MMP) seront un des acteurs majeurs 

de la dégradation de la MECc, en particulier MMP2, MMP9 et MMP14 dans le GBM. Les MMP sont 

sécrétées sous forme pro-enzyme et seront activées après sécrétion ou par d’autres MMP. En plus des 

MMP sécrétées, il existe des MMP particulières, comme MMP14, qui possèdent une expression 

transmembranaire. Dans le cas des cellules de GBM, MMP14 va s’accumuler au niveau des 

lamellipodes et des filopodes. Elle va interagir avec CD44 et les intégrines ce qui entraîne une 

dégradation locale de la MEC au niveau du front de migration (Jabłońska-Trypuć et al. 2016).  

D’autres systèmes protéolytiques ont été décrits chez le GBM. C’est le cas du système fibrinolytique 

impliquant la conversion du plasminogène en plasmine active. La plasmine est une protéase capable 

de dégrader un spectre large de molécules de la MECc. Son activation est réalisée par le biais de la 

fixation du facteur secrété uPA sur son récepteur uPAR présent à la surface des cellules tumorales. Le 

facteur uPA est également connu pour activer les pro-MMP2 et 9, renforçant ainsi la dégradation de la 

MECc (Zhang, 2007 et Geraschenko, 2019) (figure 35).  

Les cathepsines sont des protéases lysosomales qui sont surexprimées chez le GBM. Elles sont 

relarguées dans l’espace extracellulaire sous forme de pro-enzymes et seront activées par d’autres 
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enzymes protéolytiques. Par exemple, la cathepsine B peut être activée par uPA (Levicar et al. 2003 et 

Hatoum et al. 2019).  

Les protéines de la famille ADAM et ADAMT sont des protéases transmembranaires qui sont capables 

de dégrader la MEC mais aussi de cliver les interactions entre les intégrines et la MECc pour poursuivre 

l’invasion (Wildeboer et al. 2006 et Sarkar et al. 2015). Ces enzymes sont encore peu décrites dans la 

littérature des tumeurs cérébrales mais il semblerait que leur surexpression puisse être corrélée à une 

augmentation de l’invasion, particulièrement ADAMT4, 5 et ADAM17 (Hatoum et al. 2019).  

Enfin, les glycosidases sont des enzymes qui catalysent l'hydrolyse de glucides des PG et des GAG de 

la MECc. Les hyaluronidases (dégradation de l’AH) et les héparanases (dégradation des HS comme le 

syndécan) sont deux exemples d’enzymes dont l’activité semblerait augmenter dans le GBM au cours 

de l’invasion (Ferrer et al. 2018). 

2.5.6 L’implication de la MEC tumorale dans l’invasion du glioblastome 

2.5.6.1 Modification moléculaire de la matrice extracellulaire tumorale 

De plus en plus de recherches démontrent l’importance de la prise en compte des cellules non tumorales 

et du microenvironnement moléculaire en plus de la physiologie de la tumeur (hypoxie, inflammation, 

etc), des propriétés intrinsèques des cellules tumorales dans le processus d’infiltration. Les cellules 

tumorales vont moduler localement ce microenvironnement qui a son tour va moduler la progression 

tumorale, en particulier le processus d’infiltration (Manini et al. 2018). La composition moléculaire de la 

MECc sera modifiée par les cellules de GBM au cours de leur infiltration, non pas uniquement par la 

dégradation protéolytique mais aussi par la sécrétion de nouvelles molécules de la MECc, ce qui aura 

de nombreuses conséquences sur l’infiltration tumorale (tableau 1). 

Figure 35. Principaux systèmes protéolytiques mis en place par les cellules de glioblastome (Adapté d’après 
Hatoum et al. 2019). 
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Tableau 1. Récapitulatif des effets des différents composants de la MECc saine et tumorale par le microenvironnement tumoral sur les cellules de GBM. + représente 
une forte synthèse basale par le microenvironnement, - représente l’absence de synthèse supplémentaire, +/- représente une synthèse en fonction des conditions physiologiques, 
+++ représente une augmentation de la synthèse par rapport au niveau basal (Adapté à partir de Wiranowska et Rojiani, 2011) 

Composants de la MECc Synthèse protéique Effets sur les cellules de GBM 

MECc 

saine 

MECc 

tumorale 

MECc saine 

(Wiranowska et Rojiani, 

2011) 

MECc tumorale 

Acide Hyaluronique + 

Jusqu’à 

10000 kDa 

+++ 

Fragments 

entre 1000 

et 10 kDa 

Prolifération, survie, 

invasion 

Croissance tumorale 

Induction de l’invasion tumorale, en particulier AH < 500 kDa (Chen et al. 2018) 

Activation CD44 (Monslow et al. 2015) 

Chondroïtine sulfate (lecticans)  

+ 

 

+++ 

Régulation de la 

signalisation intracellulaire 

(prolifération, survie) 

Promotion invasion (U251 et U87) (Pan et al. 2020) 

Activation CD44 (Kim et Kumar, 2014) 

Chondroïtine sulfate glycolylée : induction croissance tumorale. Non glycosylée : infiltration des cellules 

périphériques (Silver et al. 2013) 

Héparane sulfate (glypican) + +++ Liaison et stockage facteurs 

de croissance dans la 

MECc 

Promotion carcinogenèse par la dégradation des héparane sulfate (mise à disposition de la réserve de facteurs 

de croissance) (Kundu et al. 2016) 

Glycoprotéines  fibreuses : 

Structure : Collagène IV 

Adhérence : Fibronectine, 

Laminine, Vitronectine 

 

 

- 

 

 

 

+/- 

 

Structuration de la paroi 

des vaisseaux (lame 

basale) et MECc 

Collagène : modification de l’agencement des fibres  (disposition moins régulière avec une augmentation des 

angles formés et une diminution de leur épaisseur). Corrélé à une augentation de l’infiltration des cellules de 

GBM (Pointer et al. 2017). 

Fibronectine/laminine/vitronectine : Accummulation au niveau périvasculaire (lame basale, proximité des 

vaisseaux sanguins). Augmentation infiltration le long des vaisseaux sanguins  Wiranowska et Rojiani, 2011). 

Galectines (1,3 et 8) + +++ Développement cérébral, 

angiogenèse, interactions 

avec les glycoprotéines 

fibreuses 

Galectine 1 : expression élevée au niveau des marges de la tumeur, corrélée à une augmentation de 

l’infiltration tumorale (Toussaint et al. 2012) 

Galectine 3 : Chimioattractant des cellules de la microglie, induction de l’expression des intégrines et 

modulation du cytosquelette (Le Mercier et al. 2010) 

Galectine 8 : Expression associée à une augmentation de la motilité cellulaire (Metz et al. 2016) 

Ténascine C +/- +++ Prolifération, migration, 

survie cellulaire, contrôle 

différenciation (zones 

neurogéniques) 

Renforce l’infiltration des cellules tumorales au niveau des marges (Xua et al. 2016) 
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2.5.6.2 Topographie de la MECc tumorale et migration des cellules de glioblastome 

La rigidité de la MECc tumorale des GBM apparaît plus élevée que la MECc saine et est corrélée à 

l’augmentation globale de la synthèse des molécules de la MECc par l’ensemble des types cellulaires 

présents dans le microenvironnement tumoral. Notablement, la synthèse augmentée de l’AH, de 

collagène IV dans la membrane basale, de la ténascine C et des lecticans forme des complexes non 

covalents qui limitent la flexibilité de la MEC tumorale. (Barnes et al. 2017).  

La rigidification de la MECc va entraîner plusieurs conséquences sur l’évolution de la progression 

tumorale. Il a été démontré dans les cancers solides que l’accumulation de certains composants, 

comme l'AH et le collagène, dans le microenvironnement tumoral soient capables de créer des barrières  

entourant et protégeant la tumeur. Dans les GBM humains et murins, une infiltration plus faible des 

lymphocytes T a pu être observée dans les zones tumorales contenant beaucoup d'AH, par rapport aux 

zones tumorales pauvres en AH. La MECc tumorale pourrait contribuer à une immunosuppression 

indirecte en rendant plus difficile l’accès des cellules immunitaires à la masse tumorale. De même, des 

niveaux élevés de composants de la MEC pourraient diminuer l'apport en nutriments et en oxygène à 

la tumeur. Ceci renforcerait l’hypoxie et induire stress métabolique qui seraient susceptibles 

d’augmenter l’agressivité de la tumeur (Mohiuddin et Wakimoto, 2021).  

L’augmentation de la rigidité de la MECc es détectée grâce aux protrusions émises par les cellules de 

GBM et va conditionner les propriétés biomécaniques des cellules tumorales. En 2014, Pogoda et al. 

ont constaté que l’augmentation des forces de compression dans des matrices de collagène I et de 

laminine (0,3 kPa à 14 kPa) entraînait une polymérisation des filaments intermédiaires de vimentine et 

des filaments d’actine des cellules LN-229. Cette polymérisation se caractérisait par un étalement 

cellulaire plus important et l’augmentation de protrusions émises. Parallèlement, les auteurs ont 

également constaté par microscopie de force atomique que la rigidité membranaire des cellules LN-229 

était 4 fois plus faible que celle des astrocytes pour une MEC à 10 kPa et que l’élasticité du tissu tumoral 

était 50% plus élevé que le tissu cérébral sain. Les cellules de GBM présenteraient un phénotype 

mésenchymateux, et plus particulièrement des capacités à la déformation et d’adhérence leur 

permettant de s’adapter aux variations de la rigidité de la MEC tumorale cérébrale (Pogoda et al. 2014). 

Ainsi, la rigidité de la MEC environnante serait directement corrélée aux capacités des cellules à se 

mouvoir dans un espace confiné (Ulrich et al. 2009).  

La disposition des fibres et la longueur des fibres de la MEC tumorale pourrait également avoir un impact 

sur l’invasion des cellules de GBM. Rubenstein et Kaufman ont élaboré un modèle in silico Q-potts à 

partir de modèles in vitro d’invasion tri-dimensionnel de sphéroïdes de cellules de gliome C6 afin 

d’évaluer les paramètres de la MEC susceptibles de faire varier l’invasion cellulaire. Les auteurs ont 

ainsi constaté que l’alignement parallèle des fibres de collagène I augmentait le nombre de cellules de 

gliome interagissant avec les fibres. Cependant, la longueur des fibres de collagène I aurait peu d’impact 

sur l’invasion pour de fortes concentrations en collagène mais les fibres les plus longues dans des 

matrices faibles en collagène augmenteraient l’invasion des cellules de gliome (Rubenstein et Kaufman, 

2008). Dans une récente étude, des sphéroïdes U87 inclus dans des hydrogels de collagène I 
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naturellement hautement organisés se développent plus rapidement et les cellules infiltrent plus 

profondément la MEC environnante par rapport à des hydrogels d’AH dont les fibres sont naturellement 

moins bien organisées.  Huit jours après l'inclusion des sphéroïdes, les sphéroïdes dans les hydrogels 

de collagène I possèdent un front d'infiltration plus développé (distance de 661,65 µm) avec une 

migration préférentiellement individuelle alors que ceux d’AH présentent un front d'infiltration plus 

restreint (distance de 345,55 µm) mais plus dense qui laisse suggérer une migration collective plus 

marquée (Pereira et al. 2020). Ainsi, la topographie de la MECc aurait un effet considérable sur la 

dynamique de la migration des cellules de GBM.
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3 PARTIE III : LA RADIOTHERAPIE DANS LE GLIOBLASTOME 

3.1 LES CARACTERISTIQUES DE LA RADIOTHERAPIE 

3.1.1 Interactions physiques des radiations ionisantes et des tissus biologiques 

La radiothérapie est un traitement loco-régional anticancéreux qui repose sur la délivrance de radiations 

ionisantes. L’action des rayonnements ionisants sur les tissus biologiques en clinique ne tient pas 

uniquement compte des dommages directs engendrés sur les cellules tumorales. C’est l’ensemble du 

tissu biologique qui est touché (membranes biologiques, MECc, eau, cellules tumorales et saines). La 

phase physique représente le moment où les radiations ionisantes entrent en contact avec les atomes 

du tissu biologique. Au cours de cette étape, l’ionisation des atomes par les radiations ionisantes peut 

déplacer les électrons d’une orbitale à l’autre, des électrons peuvent être expulsés des atomes ionisés. 

Les photons peuvent interagir avec les électrons des couches internes, les électrons des couches 

externes, l'espace extranucléaire entourant le noyau et le noyau lui-même. La probabilité de survenue 

de ces évènements dépend à la fois de l’énergie du rayon incident et de la nature de l’atome rencontré 

qui est caractérisée par son numéro atomique Z (Butterworth et al. 2012, Zeman et al. 2014).  

L’effet photoélectrique correspond à une absorption totale de l’énergie des photons par les électrons de 

l’atome et est dominant dans les tissus biologiques pour des énergies inférieures à 30 keV. Une partie 

de cette énergie est perdue et brise l'énergie de liaison de l'électron, entraînant l’émission d’un électron. 

L’effet Compton survient lorsque l’énergie des photons incidents est supérieure à l’énergie de liaison 

des électrons de l’atome. L’énergie du photon n’est pas totalement absorbée et un photon de plus faible 

énergie sera rejeté et un électron ayant absorbé une partie de l’énergie du photon sera également rejeté. 

Il survient dans les tissus pour des énergies comprises entre 30 keV et 30 MeV. Toutes les molécules 

biologiques contenues dans le milieu sont des cibles potentielles pour ces événements de dépôt 

d'énergie. L’ionisation des atomes peut produire des particules secondaires chargées et peuvent elles-

mêmes déposer de l’énergie. Le dépôt d’énergie et la réaction en chaîne est dépendante de la source 

d’ionisation et de la densité du tissu. Cette réaction en chaîne se poursuit jusqu'à ce que toute l'énergie 

déposée par le photon ou la particule incidente soit consommée (figure 36) (Butterworth et al. 2012 et 

Zeman et al. 2014). 

La quantité totale d'énergie transférée au tissu lors du passage d'un rayonnement ionisant est exprimée 

en unités de dose (Gy). Cependant, selon la source des radiations ionisantes (rayons X, particules, etc) 

la quantité totale d'énergie déposée à la cellule lors du passage d'un rayonnement ionisant ne produit 

pas les mêmes effets biologiques. Par exemple, 1 Gy de rayons X et 1 Gy de neutrons délivrent la 

même énergie totale à une cellule mais les effets biologiques seront dépendants des évènements 

d’ionisation. Dans cet exemple, les conséquences biologiques d’une dose de 1 Gy de neutrons sont 

beaucoup importantes car l'énergie moyenne déposée localement le long de la trajectoire de chaque 
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neutron est plus élevée que pour les rayons X. C’est pourquoi, différentes sources de radiations 

ionisantes sont déployées en radiothérapie selon leurs propriétés respectives (figure 37) (Zeman et al. 

2014).  

Figure 36. Les photons interagissent avec les atomes par le biais de mécanismes majeurs. Les photons de 
faible énergie interagissent par l'effet photoélectrique, dans lequel les photons sont absorbés par un atome, qui 
éjecte alors un électron énergétique. Les photons de plus haute énergie subissent la diffusion Compton, dans 
laquelle le photon et l’électron sont tous deux diffusés par un atome. L’effet Auger peut survenir lorsqu’un photon 
entraîne l’éjection d’un électron des couches internes. L’énergie peut être transférée vers un électron d’une couche 
externe et un électron d’Auger peut être expulsé. L’effet de création de paires survient lorsque le photon interagit 
avec le voisinage du noyau, permettant de générer une paire d’électron et de positron (Adapté d’après Zeman et 
al. 2014). 

Figure 37. Schématisation du dépôt d’énergie de différences sources de radiations ionisantes. Les 
particules chargées vont interagir fortement avec la matière et vont ioniser directement les atomes. Les particules 
neutres ionisent indirectement mais pénètreront plus en profondeur dans la matière (Schéma obtenu d’après le 
site https://www.wikiwand.com/en/Ionizing_radiation) 

https://www.wikiwand.com/en/Ionizing_radiation
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3.1.2 Les sources de radiations ionisantes utilisées 

3.1.2.1 Les rayons X  

La source de radiations ionisantes la plus répandue en radiothérapie clinique est actuellement les 

rayons X. Les photons X générés par les rayons X sont caractérisés par un dépôt élevé d'énergie avec 

une diminution exponentielle de la libération d'énergie en fonction de la profondeur, ce qui limite la 

diffusion des radiations ionisantes dans les tissus environnants (Garibaldi et al. 2017) (figure 38).  Les 

rayons X sont classiquement produits à l’aide d’un accélérateur linéaire de particules (LINAC) (figure 

39). 

Figure 38. Comparaison de la distribution de la dose en fonction de la profondeur (photons X, gamma et 
particules chargées). Les photons X (et de manière similaire les photons gamma) diffusent en profondeur et sont 
profondément atténués en fonction de la profondeur. Elles toucheront donc le tissu traversé proportionnellement à 
la profondeur, avec une distribution non sélective à la tumeur. Les protons sont des particules chargées dont la 
pénétration dans les tissus est bien définie et est appelée pic de Bragg. En pénétrant dans les tissus, les protons 
sont ralentis et déposent la majeure partie de leur énergie en fin de parcours. La diffusion peut être contrôlée pour 
un ciblage plus précis de la tumeur (D’après Vanderwaeren et al. 2020) 

Figure 39. Schématisation de la génération des faisceaux de photons X à l'aide d'un accélérateur linéaire 
de particules (LINAC). Les faisceaux de photons X sont classiquement produits au moyen d’un accélérateur 
linéaire (LINAC). Il accélère des particules chargées (électrons) à des vitesses proches de celle de la lumière en 
utilisant des champs électriques pour pousser les électrons à travers une série de cavités accélératrices. Les 
électrons sont accélérés à des énergies généralement comprises entre 4 et 18 MeV. Des champs électriques et 
magnétiques concentrent et orientent les électrons à haute énergie de manière qu'ils frappent une fine cible 
métallique qui arrête le faisceau d'électrons. Le faisceau de photons passe ensuite par une série de filtres et 
d'éléments de mise en forme du faisceau qui aplatissent et définissent les bords du faisceau.  (D’après Zeman et 
al. 2014)   
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La forme du faisceau peut être contrôlée par un collimateur multilame intégré dans l’irradiateur. Il s’agit 

d’un filtre possédant des lames mobiles qui peuvent bloquer certaines fractions du faisceau de photons. 

En déplaçant et en contrôlant un grand nombre de lames, il est possible de générer presque n'importe 

quelle forme de champ d’irradiation souhaitée (Jeraj et Robar, 2004).  

3.1.2.2 Les particules chargées 

L’hadronthérapie regroupe les traitements basés sur la délivrance des neutrons ou d’ions ionisés 

comme l’ion carbone (Jiang et al. 2012). L’utilisation de sources de protons et des ions carbones sont 

les plus étudiées pour le GBM (Kong et al. 2020). Ces deux sources possèdent plusieurs avantages par 

rapport à l’utilisation des rayons X. Elles permettent une meilleure distribution de la dose par rapport 

aux rayons X et gamma. En effet, en pénétrant dans les tissus, les protons sont ralentis et déposent la 

majeure partie de leur énergie à la fin de leur parcours. Il en résulte une distribution de l’énergie très 

caractéristique appelée pic de Bragg. En modifiant l'énergie des protons accélérés, on peut ajuster la 

profondeur de pénétration et ainsi mieux maîtriser la ballistique. En combinant différents pics de Bragg 

sur toute la tumeur, il est possible d’irradier plus spécifiquement la tumeur, tout en limitant la dose reçue 

par les tissus sains (Vanderwaeren et al. 2021).  

Certaines études sur les particules chargées font l’objet de suivi de patients traités en clinique (Malouff 

et al. 2019) et sont actuellement en phase 2 (Protons, 90 patients avec GBM nouvellement 

diagnostiqués, M.D. Anderson Cancer Center, 2013-en cours) voir 3 (Protons et ions carbone, 369 

patients avec GBM nouvellement diagnostiqués, Jiade J. Lu, Shanghai Proton and Heavy Ion Center, 

2020-en cours) d’essais cliniques. En outre, les objectifs de ces deux études cliniques en cours sont de 

comparer respectivement l’efficacité de la protonthérapie par rapport à des systèmes de délivrance des 

photons X actuellement déployés (Radiothérapie par Intensité Modulée) et d’évaluer l’efficacité de 

l’utilisation des protons et des ions carbone dans le protocole Stupp par rapport aux photons X.  

3.1.2.3 Les radioisotopes 

La génération de radiations ionisantes peut être permises grâce à l’utilisation de radioisotopes (Bailly et 

al. 2019) (tableau 2). Cependant, aucun radioisotope n’est actuellement utilisé en routine et font l’objet 

de suivis de quelques dizaines de patients ou bien d’études cliniques de phase 1 à 2 (Wang et al. 2020, 

Telix International Pty Ltd, NCT03849105, 2021). Les études se sont plutôt centrées sur des cas de 

GBM récidivants ou ne répondant pas au protocole Stupp, en complément à d’autres agents 

thérapeutiques (anticorps monoclonal, TMZ, etc)  (Peregrine Pharmaceuticals, NCT00677716, 2014 et 

Novartis Pharmaceuticals NCT05109728, 2021), ou non (Wang et al. 2020).  
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Tableau 2. Propriétés des radioisotopes étudiés dans les suivis de patients ou les études 
cliniques sur le glioblastome. Les radioisotopes étudiés dans le GBM sont par exemple l’iode 125 et 
131, Yttrium 90, le Lutetium 177, l’Astatine 211, le Bismuth 213 ou encore l’Actinium 225. Ils délivrent 
leur énergie ionisante de manière locale sous la forme d’électrons Auger, de particules β- ou α. Le choix 
du radionucléide se ferait en fonction de la taille de la tumeur. Les électrons Auger sont des électrons 
de faible énergie qui émettent une irradiation très localisée (plusieurs nanomètres autour du point 
d'émission) avec des effets biologiques élevés. Les particules β- qui ont un transfert d'énergie linéique 
relativement faible émettent leur énergie sur quelques millimètres. Les particules α délivrent une fraction 
élevée de leur énergie à l'intérieur des cellules ciblées. Elles conviendraient donc pour cibler les cellules 
tumorales isolées et les maladies résiduelles.Actuellement, certains de ces radioisotopes font l’objet 
d’études cliniques de phase 1 à 2 (Adapté d’après Bailly et al. 2019).  

Particules émises Radioisotopes 

 

Profondeur de 

pénétration dans les 

tissus mous (mm) 

Suivi de patients / 

Essais cliniques 

Auteurs / 

référence clinical 

trials 

Auger Iodine-125 Echelle du nanomètre Etude rétrospective 

(2004-2017), 58 

patients dont 29 ayant 

été traités par 

curiethérapie à 

l’iodine-125 

Wang et al. 2020 

β- Iodine-131, Yttium-90, 

Lutetium-177 

Entre 2 et 12 Iodine-131 : Phase 2. 

41 patients, GBM 

première récidive.  

Phase 1/ 2 : 44 

patients, GBM 

récidivant 

Yttrium -90 : Phase 1. 

60 patients, divers 

cancers dont GBM 

réccurent ou non 

répondeurs 

Lutetium-177 : Phase 

1b. 45 patients, GBM 

nouvellement 

diagnostiqué 

Iodine-131 

NCT00677716 

NCT03849105 

 

 

Yttrium-90 

NCT00006368 

 

 

Lutetium-177 

NCT05109728 

α Astatine-211, Bismuth-

213, Actinium-225 

≤ 0,01 Bismuth-231, suivi de 

20 patients, GBM 

récidivant 

Krolicki et al. 2018 

 

3.1.3 Les différents types de radiothérapie et leur innovation 

Dans le cas des tumeurs cérébrales, il existe deux grands types de radiothérapie : la radiothérapie dont 

la source est interne, directement délivrée dans le tissu tumoral ou au voisinage de celui-ci et la 

radiothérapie externe dont les radiations ionisantes sont délivrées sous la forme de rayonnements 

externes (Tableau 2).  

3.1.3.1 La radiothérapie externe 

3.1.3.1.1 Le fractionnement des radiations ionisantes 

La radiothérapie externe est la radiothérapie standard. Basée sur le protocole Stupp (dose cumulative 

de radiothérapie délivrée est de 60 Gray (Gy), répartie en trente fractions de 2 Gy (cinq jours par 

semaine, répétées sur six semaines)) est le plus souvent fractionnée, spatialement et temporellement. 
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Les faisceaux de rayonnement sont généralement délivrés selon plusieurs angles d'approche de la 

lésion, chacun des faisceaux étant formés et modifiés en intensité pour maximiser la délivrance de la 

dose à la tumeur tout en minimisant la dose aux tissus normaux. Généralement, ces traitements sont 

administrés à l'aide de rayons X dont l’énergie est comprise entre 6 MV et 15 MV, la pénétration des 

rayonnements est proportionnelle à l’augmentation des énergies (Zeman et al. 2015). Bien que le 

fractionnement défini par le protocole Stupp soit appliqué pour le traitement de tous les GBM, différents 

schémas de fractionnement sont testés en fonction des patients.  

- L’hyperfractionnement est un schéma qui consiste à appliquer des doses moins fortes (entre 1 

à 1,8 Gy) mais plus fréquemment pour diminuer le temps de traitement ou augmenter la dose 

totale délivrée. Les premières études cliniques menées chez des patients atteints de gliomes 

diffus présentaient également des résultats hétérogènes. Par exemple, en 1997, Shibamoto et 

al. ont constaté que les patients qui ont suivis un protocole de radiothérapie standard (1,8 

Gy/jour, dose totale 64,8 Gy) ont une survie globale moyenne de 14 mois alors que les patients 

qui ont suivi un protocole d’hyperfractionnement (1,5 Gy/deux fois par jour, dose totale 69 Gy) 

ont une survie globale de 14,5 mois. Ces deux protocoles associaient alors un traitement de 

chimiothérapie à base de nitrosourée, le schéma d’hyperfractionnement n’apportait donc pas 

de gain de survie des patients (Shibamoto et al. 1997). Dans une étude rétrospective plus 

récente, Lewitzki et al. ont comparé l’efficacité du protocole Stupp et al. (Chimiothérapie par 

témozolomide, TMZ) standard par rapport celle d’un protocole Stupp incorporant un schéma 

d’hyperfractionnement (1,8 Gy 2 fois par jour, 54 Gy total). Les auteurs ont mis en évidence que 

la survie globale des patients traités avec le schéma d’hyperfractionnement n’était pas 

significativement différente de celle des patients recevant le schéma standard (18,5 mois contre 

24,4 mois (p = 0,131) (Lewitzki et al. 2019) 

 

- L’hypofractionnement est un schéma qui permet de délivrer des doses supérieures à 2,5 Gy, 

certains protocoles sont allés jusqu’à 20 Gy par fraction (Trone et al. 2020). Il permet d’écourter 

la durée du traitement si les tumeurs sont irradiées tous les jours ou bien d’espacer les 

irradiations. L’étude prospective (2015 à 2018) de Rayan et al. a mis en exergue que 

l’association de l’hypofractionnement (45 Gy total, fraction de 3 Gy, 5 jours par semaine pendant 

3 semaines) au TMZ n’améliorait pas significativement la survie globale des patients par rapport 

à ceux traités de manière conventionnelle (10,03 mois contre 11,48 mois) (Rayan et al. 2020). 

Trone et al. ont compilé 2283 publications datant de 1985 à 2020 et ont réalisé une métanalyse 

de quatre essais randomisés et de sept études observationnelles. Les auteurs ont conclu que 

l’hypofractionnement n’augmentait pas la survie globale des patients par rapport à un 

fractionnement classique, y compris en association au TMZ. De manière intéressante, les suivis 

IRM (lésions en T2/FLAIR, anomalie hématologique) et l’évaluation des capacités cognitives et 

symptômes (migraine, latéralisation, échelle de Karnofsky, augmentation de la posologie des 

corticostéroïdes) n’ont pas révélé de toxicité supplémentaire de l’hypofractionnement par 

rapport au fractionnement classique (Ohno et al. 2019).  
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3.1.3.1.2 Les avancées en radiothérapie externe 

La fenêtre thérapeutique  

Les radiations ionisantes sont non sélectives du tissu tumoral et déposeront leur énergie à la fois le 

tissu sain et le tissu tumoral. L’objectif est d’obtenir des effets cytotoxiques sur le tissu tumoral tout en 

préservant un maximum l’intégrité du tissu sain. En d’autres termes, les effets biologiques induits par 

les radiations ionisantes peuvent notamment générer une modification de la plasticité cérébrale voire 

l’apparition de radionécroses (Dhermain et Barani, 2016). La fenêtre thérapeutique décrit, pour une 

dose donnée, les effets cytotoxiques recherchés au tissu tumoral pour le détruire et les effets 

cytotoxiques indésirables qui surviennent sur le tissu sain. (Reda et al. 2020) (figure 40). 

L’irrégularité de la topographie de la tumeur peut être un facteur déterminant les doses à appliquer pour 

détruire le tissu tumoral tout en préservant un maximum l’intégrité du tissu sain. Elle est liée à une 

impossibilité d’augmentation des doses d’irradiations délivrées en fonction des régions à irradier, ce qui 

a pour conséquence un manque de contrôle local, induisant inévitablement une reprise tumorale dans 

le volume cible de la radiothérapie (Gzell et al. 2017 et Cabrera et al. 2016).  

Les innovations en radiothérapie se concentrent sur tous les aspects du traitement, avec des 

améliorations dans l'immobilisation du patient pour diminuer les imprécisions du dépôt de dose. Mais 

aussi, elles se concentrent dans l'imagerie et les modalités d’administration du traitement pour mieux 

délimiter la tumeur et adapter la délivrance des rayonnements à la géométrie de la tumeur. L'objectif 

principal est donc d’améliorer la fenêtre thérapeutique, la préservation du tissu sain afin de réduire la 

toxicité potentielle à long terme tout en maintenant son efficacité sur le tissu tumoral (Scaringi et al. 

2018).  

A l’heure actuelle, des dispositifs de délivrance de la radiothérapie externe de haute précision sont 

actuellement disponibles dans la pratique clinique. Les dispositifs peuvent permettre une visualisation 

de la tumeur en même temps que la délivrance des rayonnements, une adaptation à la géométrie de la 

tumeur ou une variation de la dose et du débit.  

Figure 40. La fenêtre thérapeutique en radiothérapie. Le tissu tumoral est souvent décrit dans la littérature 
comme plus radiosensible que le tissu sain. L'un des enjeux de la radiothérapie est d'améliorer le contrôle de la 
tumeur (courbe en bleu) et de réduire les effets délétères possibles (courbe en rouge). La tumeur et les tissus 
environnants peuvent présenter deux courbes de réponse être plus ou moins proches de l’autre : c’est la fenêtre 
thérapeutique. Plus la taille de la fenêtre thérapeutique augmente, par ajout d’un radiosensibilisateur par exemple, 
plus la tumeur est radiosensible et son contrôle simplifié (Reda et al. 2020). 
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La radiothérapie conformationnelle 3D, avec modulation d’intensité et volumétrique  

La radiothérapie conformationnelle est la technique de radiothérapie externe la plus répandue à l’heure 

actuelle. La radiothérapie conformationnelle 3D (3D-CRT) est une technique de radiothérapie qui prend 

en compte des données volumétriques obtenues par IRM et tomodensitométrie pour définir le volume 

tumoral à traiter. Un logiciel de planification de la radiothérapie est utilisé pour déterminer les zones de 

délivrance des faisceaux tout en évaluant les doses à utiliser selon les régions irradiées (Gunderson et 

Tepper, 2012) (figure 41a) 

 La radiothérapie conformationnelle avec modulation d'intensité (IMRT) représente la principale 

évolution de la 3D-CRT. Les faisceaux sont délivrés de manière dynamique (par pallier, par balayage, 

etc) sous la forme d'une séquence de nombreux petits faisceaux modulés par un collimateur multilame. 

Ceci permet à la fois une modulation de la forme des faisceaux et de leur intensité. L’IMRT permet ainsi 

une meilleure distribution de la dose dans le volume cible avec une délivrance des rayonnements qui 

est hautement conforme à des volumes concaves et de forme irrégulière (Scaringi et al. 2018) (figure 

41b). 

L’IMRT volumétrique (VMAT) constitue une évolution supplémentaire de la radiothérapie 

conformationnelle.  Le système est muni d’un portique rotatif permettant de délivrer les radiations 

ionisantes sur tout le tour de la zone à irradier. Le VMAT permet d'obtenir une distribution de dose très 

conforme à la volumétrie de la tumeur, en modulant l'intensité du faisceau de rayonnement, le débit de 

dose et la vitesse de rotation du portique. Il permet également de raccourcir la durée du traitement par 

rapport à l'IMRT  classique (Scaringi et al. 2018) (figure 41c).  

La radiothérapie stéréotaxique 

La radiothérapie stéréotaxique est une technique qui consiste à converger plusieurs faisceaux pour 

irradier fortement une zone avec une grande précision (ordre du millimètre). Le crâne du patient est 

Figure 41. La radiothérapie conformationnelle 3D (3D-CRT), avec modulation d’intensité (IMRT) et 
volumétrique (VMAT). a. La 3D-CRT est une technique de radiothérapie combinant l’imagerie IRM pour la 
localisation précise de la tumeur et de ses limites dans le but de délivrer des radiations ionisantes adaptées à la 
géométrie de la tumeur et d’intensité différente selon la zone à irradier. b. L’IMRT est une évolution de la 3D-CRT 
permettant de moduler la forme des faisceaux d’irradiation et leur intensité. c. La VMAT est une des dernières 
évolutions de la radiothérapie conformationnelle. Elle se base sur la distribution des radiations ionisantes en 
fonction de la volumétrie de la tumeur à l’aide d’un portique rotatif (Adapté d’après De Sanctis et al. 2012 et Chen 
et al. 2020) 
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immobilisé afin de réduire les imprécisions du dépôt de dose au cours de l’irradiation. Elle permet ainsi 

de délivrer de fortes doses d’irradiation en une fraction ou bien sur plusieurs fractions (2 à 5) et de 

réduire le volume de tissu sain irradié. La radiothérapie stéréotaxique ablative SABR est réalisée à la 

manière d’un acte chirurgical en utilisant des dispositifs particuliers comme le Gammaknife® (Scaringi 

et al. 2018) (figure 42). 

Dans le cadre des tumeurs cérébrales, la radiothérapie stéréotaxique a surtout été envisagée pour les 

tumeurs cérébrales de petites tailles et les métastases mais a également été testée dans le GBM 

récidivant lorsque la tumeur n’a pas répondu au protocole standard ou pour des GBM nouvellement 

diagnostiqués peu étendus (contraste résiduel à l’examen inférieur à 6 cm) (Redmond et Mehta, 2015). 

La radiothérapie stéréotaxique est notamment étudiée dans des essais cliniques sur le GBM récidivant 

en association avec différents agents thérapeutiques comme les anticorps monoclonaux (Phase 1/2, 

112 patients, NCT02866747, 2016-en cours) ou dans le cadre de l’élimination des cellules résiduelles 

tumorales post-excérèse dans le GBM nouvellement diagnostiqué  (Phase 2, 50 patients, 

NCT03055208, 2017-en cours). 

La radiothérapie par microfaisceaux 

La radiothérapie par microfaisceaux est un type de radiothérapie externe qui est basé sur le 

fractionnement spatial d'un faisceau initial généré par un synchrotron au lieu d’un LINAC. Il en résulte 

un ensemble de microfaisceaux (25 à 50 µm), espacés et quasi-parallèles (200 à 400 µm par rapport 

au centre des microfaisceaux). Le fractionnement des microfaisceaux correspond à une succession des 

zones extrêmement énergétiques, atteignant des doses supérieures à 100 Gy, et de zones de faibles 

énergies sur une fraction de seconde. Ceci permettrait à la fois une augmentation de l’efficacité de 

l’irradiation du tissu tumoral et la préservation du tissu cérébral sain. Les études sont cependant encore 

Figure 42. La radiothérapie stéréotaxique : exemple avec le Gammaknife®. Le Gammaknife® est un appareil 
embarquant un imageur permettant de diffuser un grand nombre de faisceaux de photons gamma avec une grande 
précision. Le patient est immobilisé. (Images obtenues sur le site internet de la Société canadienne du cancer : 
https://cancer.ca/fr/treatments/treatment-types/radiation-therapy/external-radiation-therapy). 

https://cancer.ca/fr/treatments/treatment-types/radiation-therapy/external-radiation-therapy
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expérimentales, réalisées chez la souris pour en étudier les mécanismes tissulaires et cellulaires sous-

jacents (Grotzer et al. 2015) (figure 43). 

La radiothérapie FLASH 

La radiothérapie FLASH est la technique la plus récemment développée. Elle consiste à appliquer une 

dose d’irradiation concentrée avec un fort débit (> 40 Gy/s). Ceci permet de réduire le temps d'exposition 

(90 ms au cours des premiers essais cliniques) des tissus à l’irradiation et a démontré une préservation 

des tissus sains par rapport à la radiothérapie externe conventionnelle (Lin et al. 2021). La radiothérapie 

FLASH est encore au stade expérimental chez la souris dans le cas du traitement du GBM (Montay-

Gurel et al. 2021), quelques suivis de patients existent pour d’autres cancers comme les patients atteints 

de métastases aux os (10 patients, NCT04592887, 2020-en cours).  

3.1.3.2 La radiothérapie interne  

3.1.3.2.1 La curiethérapie 

La curiethérapie implique l'utilisation de radioisotopes qui produisent des radiations ionisantes 

indirectes. La formulation et l’application peuvent varier, pouvant être des sources scellées solides 

déposées au cours d’un acte chirurgical ou bien peuvent être sous forme liquide injectée par cathéter 

(Tatter et al. 2003). Après délivrance, lorsque les noyaux instables des radioéléments se décomposent 

en formes plus stables, des radiations ionisantes de haute énergie sont libérés dans les tissus 

environnants qui provoqueront des dégâts. La curiethérapie permettrait d’avoir un bon contrôle sur le 

dépôt de dose à la tumeur tout en limitant les dommages du tissu sain environnant. Il est possible de 

moduler l’énergie utilisée en fonction de l’isotope (Barbarite et al. 2017).  La curiethérapie a fait l’objet 

de quelques études cliniques de phase 1 et 2 pour le traitement des GBM récidivants comme traitement 

de première ligne (Phase 1, 20 patients, National Cancer Institute (NCI), NCT00045474, 2003. Phase 

2, 40 patients, National Cancer Institute (NCI), NCT00003574, 2004) ou en association avec le protocole 

de Stupp pour les GBM nouvellement diagnostiqués (Phase 1/2, 3 patients, Methodist Healthcare, 

NCT00376103, 2006-2008). Des suivis de patients atteints de GBM récidivants traités par curithérapie 

sont toujours menés, notamment pour développer la précision de dépôt de la source radioactive 

Figure 43. Schématisation d’un réseau de microfaisceaux utilisés en radiothérapie. a. Lorsque deux 
microfaisceaux sont créés, il y aura apparition de régions de fortes doses au centre des microfaisceaux. L’intensité 
va décroître progressivement (zones de transitions) jusqu’à atteindre une dose beaucoup plus faible que le centre 
des microfaisceaux. b. Dans un réseau entier, les microfaisceaux sont espacés de 200 à 400 µm pour un diamètre 
de 25 µm. Le dépôt de dose sera plus efficace, adapté à la taille des cellules et plus contrôlé grâce à la succession 

des zones de forte et de faible dose (D’après Eling et al. 2020) 
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(guidage par imagerie) (He et al. 2020) mais la curithérapie reste un traitement qui n’est pas appliqué 

en routine.  

3.1.3.2.2 La radiothérapie vectorisée 

Ce type de radiothérapie interne consiste à placer les radioisotopes dans des vecteurs (liposome, 

nanocapsules à base de lipides ou à base de metallofullerènes) couplés ou non à des agents de ciblage 

(anticorps spécifiques du tissu tumoral, peptides affins pour le tissu tumoral. Ils seront injectés par voie 

intraveineuse ou injectés directement dans la tumeur. L’avantage de ce type de radiothérapie interne 

serait que la distribution des radioisotopes sera localisée à la tumeur (Bailly et al. 2019). La radiothérapie 

vectorisée est peu testée dans les essais cliniques sur le GBM, deux études de phase 1 et 2 avaient 

été menées pour le traitement du GBM récidivant par le ciblage actif de la tumeur et la délivrance 

d’iodine-131 au sein de la masse tumorale sur un total de 51 patients, ce qui en fait encore une méthode 

d’irradiation expérimentale (Bailly et al. 2019).  

3.2 LES MECANISMES RADIOBIOLOGIQUES  

3.2.1 Les dégâts sur les molécules biologiques 

3.2.1.1 La radiolyse de l’eau 

L’eau est la molécule la plus abondante et est la plus susceptible d’être ionisée. Lors des dépôts 

d’énergie par les radiations ionisantes, l’ionisation aboutit à une décomposition de la molécule d’eau qui 

est appelée radiolyse de l’eau. Elle entraîne l’apparition de molécules nommées espèces réactives de 

l’oxygène (ROS). L'anion superoxyde (O2-), les radicaux hydroxyles (OH-) et le peroxyde d'hydrogène 

(H2O2), sont les ROS générés au cours de la radiolyse de l’eau et sont toxiques pour les cellules 

tumorales et le tissu cérébral sain (figure 44) (Kim et al. 2019). 

3.2.1.2 Les dommages à l’ADN 

L'ADN est la macromolécule la plus importante au fonctionnement de la cellule, qu’elle soit nucléaire ou 

mitochondriale. Des dommages à l’ADN causés par les radiations ionisantes de façon directe peuvent 

entraîner des conséquences délétères pour la cellule (30%) et par des effets indirects (70%), 

notamment liés aux ROS formés par la radiolyse de l'eau. Les dégâts formés peuvent être des cassures 

Figure 44. Schématisation des dégâts à l'ADN par les radiations ionisantes : les dégâts directs et la 
radiolyse de l’eau (D’après Zeman et al. 2015) 
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simple brin (SSB), une oxydation des bases, des sites apuriniques ou apyrimidiniques (AP) et des 

cassures double brin (DSB) (figure 45).  

La cellule animale possède des systèmes « checkpoint » détectant les dommages de l’ADN ainsi que 

des systèmes de réparation propres à chaque type de dommages (Zeman et al. 2015 et Kim et al. 2019) 

(figure 46a). Selon la nature des dommages détectés, la cellules va mettre en place des systèmes de 

réparation adéquats (figure 46b). L’accumulation de dommages mal ou non réparés entraîne une 

instabilité génomique (Huang et Zhou, 2020).  

Figure 45. Principaux dommages à l'ADN par les radiations ionisantes. La génération des ROS par les 
radiations ionisantes et leur action directe peuvent induire des dégâts aux bases telles que des oxydations. Ils 
peuvent aussi aboutir à des cassures simple brin et double brin. Ces dégâts peuvent être délétères pour la cellule 
si les mécanismes de réparation de l’ADN ne sont plus en mesure de prendre en charge les réparations. (D’après 
Huang et Zhou, 2020) 

Figure 46. Exemples de réparation de l’ADN liés aux dégâts de la radiothérapie. a. Après détection des 
dommages à l’ADN par différentes protéines (ATM, ATR, DNA-PK, Chk1 et 2), l’activation des protéines p53 et p21 
entraîne l’arrêt du cycle cellulaire pour la mise en place des mécanismes de réparation. b. Les quatre principaux 
systèmes de réparation sont la réparation par excision de base (BER) pour les dégâts simple brin, par jonction des 
extrémités homologues (NHEJ), par jonction des extrémités (EJ), et recombinaison homologue (HR) (Adapté de 
Biau et al. 2019 et Kim et al. 2019).   
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3.2.2 Les dégâts sur les membranes biologiques  

La stabilité des membranes biologiques est essentielle au maintien de l’homéostasie cellulaire. Les 

radiations ionisantes ainsi que l’exposition aux ROS générés dans le milieu extracellulaire et 

intracellulaire vont par exemple entraîner une perturbation de l’intégrité de la membrane plasmique 

(figure 47). Ils peuvent engendrer une peroxydation des lipides, notamment des acides gras 

polyinsaturés entraînant la formation de dérivés de peroxydes lipidiques comme le 4-Hydroxy-2-nonenal 

(HNE). Ils réagissent avec certains groupements chimiques des protéines de la membrane, comme les 

amines ou les thiols. Les dommages oxydatifs aux phospholipides sont associés à une perméabilisation 

de la membrane plasmique (Kim et al. 2019). Les radiations ionisantes peuvent également modifier 

l’activité des enzymes cytoplasmiques responsables de l’organisation de la membrane comme les 

sphingomyélinases. L’activation des sphingomyélinases entraîne une dégradation des sphingolipides, 

ce qui entraîne une perte de la polarité de la membrane et induit sa déstructuration (Wang et al. 2018).  

3.2.3 Les dégâts sur les organites 

3.2.3.1 La mitochondrie 

Les mitochondries fournissent l'énergie nécessaire au maintien de l'intégrité et des fonctions cellulaires, 

comme le métabolisme cellulaire ou encore l’induction de la voie intrinsèque de l’apoptose. Les 

systèmes de réparation de l’ADN mitochondrial peuvent être saturé par l’accumulation de dommages à 

l’ADN, par la génération excessive de ROS ou l’action directe des radiations ionisantes. Une instabilité 

Figure 47. Principaux effets de la radiothérapie sur les organites. Les radiations ionisantes et la génération 
de ROS peuvent provoquer une altération des membranes biologiques, notamment de la membrane plasmique, 
mais aussi des organites comme la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et le lysosome. Les principaux effets 
des radiations ionisantes et des ROS sont susceptibles d’engendrer la mort cellulaire quelques soient les atteintes 
membranaires ou l’organite concerné (Adapté d’après Wang et al. 2018, figures obtenues via Medical Servier Art).  
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génomique mitochondrale peut mener à une activation de la voie intrinsèque de l’apoptose par libération 

du cytochrome C (Averbeck et Rodriguez-Lafrasse, 2021) (figure 48) 

3.2.3.2 Le réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique est responsable de la synthèse et des modifications des protéines 

membranaires et du stockage des ions calcium. Les ROS intracellulaires et les radiations ionisantes 

peuvent perturber le fonctionnement du processus de modifications post-traductionnelles, comme le 

repliement des protéines, et entraîner la formation de protéines inadéquates pour les membranes. Le 

réticulum endoplasmique peut également avoir un contrôle sur le déclenchement de certaines voies de 

mort cellulaire comme l’autophagie ou l’apoptose (Wang et al. 2018 et Kim et al. 2019) (figure 48).  

3.2.3.3 Le lysosome  

Les lysosomes permettent de dégrader les diverses macromolécules biologiques dans l'organisme 

grâce à l’action de diverses hydrolases. Si la membrane lysosomale est endommagée par les radiations 

ionisantes et les ROS intracellulaires, les diverses hydrolases du lysosome s’accumulent dans le 

cytoplasme ce qui peut entraîner une destruction de la cellule (Wang et al. 2018) (figure 48).  

3.2.4 La mortalité cellulaire radio-induite.  

La mortalité cellulaire est un processus physiologique contrôlé visant à maintenir l’homéostasie 

cellulaire, que ce soit en condition normale ou pathologique. Elle peut également être accidentelle, 

déclenchée par un stress extérieur (mécanique, physique, chimique). En radiobiologie, l’étude de la 

mortalité cellulaire est un enjeu crucial (figure 48).   

 

Figure 48. Les différents types de mort cellulaire radio-induites. Lorsque l’accumulation des dégâts dans la 
cellule deviennent trop importants, la cellule peut activer différents mécanismes de mortalité cellulaire. Certains de 
ces mécanismes dépendront de l’activation des checkpoints induisant un arrêt du cycle cellulaire (sénescence) et 
peut aussi dépendre des dégâts aux organites comme la perméabilisation de la mitochondrie (apoptose). La mortalité 
cellulaire peut être brutale par perméabilisation de la membrane plasmique (nécrose) ou bien retardée ce qui se 
traduit par des mitoses aberrantes (catastrophes mitotiques) (Adapté de Lauber et al. 2012) 
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3.2.4.1 Les catastrophes mitotiques  

Le dysfonctionnement des points de contrôle du cycle cellulaire post-irradiation, notamment des 

altérations des protéines checkpoint du stade G2 et de la mise en place du fuseau mitotique pour la 

division cellulaire peut faire entrer prématurément les cellules cancéreuses irradiées en mitose. Ceci 

contribue à l’apparition de catastrophes mitotiques (Wilson et Bedford, 2010). La catastrophe mitotique 

résulte de mitoses aberrantes, pouvant produire des cellules aneuploïdes géantes et multinucléées qui 

restent métaboliquement actives. En effet, le contrôle de la division cellulaire n’est plus en place et ne 

permet plus de limiter la division anormale des cellules dont l'ADN et les chromosomes sont 

endommagés par la radiothérapie (Wilson et Bedford, 2010). La catastrophe mitotique ne représenterait 

pas une forme de mort cellulaire en tant que telle. La cellule cancéreuse irradiée peut ensuite entrer en 

mort cellulaire programmée appelée mort mitotique (apoptose tardive et généralement intrinsèque) ou 

bien ne proliférera plus et restera métaboliquement active (sénescence) (Sia et al. 2020).  

Les études sur la mort mitotique dans le GBM ont démontré que la radiothérapie est capable 

d’enclencher la mort mitotique des cellules de GBM (5 Gy, 10% et 15% après 72h et 96h 

respectivement) et serait corrélée à un retardement de la croissance tumorale in vivo de 35 jours 

(Gordon et al. 2015). L’induction de catastrophes mitotiques dans les cellules de GBM irradiées pourrait 

également concerner les cellules présentant un potentiel souche. Firat et al. ont montré sur des cultures 

de cellules de GBM issus de patients, présentant un potentiel souche, que l’irradiation à base de rayons 

γ à une dose de 5 et 10 Gy induisait une entrée en apoptose de certaines des populations souches 

isolées après quatre jours post-irradiation. Ces cellules étaient caractérisées par un arrêt du cycle 

cellulaire au stade G2/M. De plus, les cellules exprimant le marqueur souche CD133 proliféraient plus 

vite, avec une augmentation du pourcentage de cellules présentant des noyaux fragmentés par rapport 

aux cellules ne l’exprimant pas (Firat et al. 2011).  

3.2.4.2 L’apoptose 

L’apoptose est une forme de mort cellulaire contrôlée qui peut être déclenchée selon différentes voies 

(figure 49). Dans de nombreuses publications, les cellules de GBM possèdent une radiorésistance 

caractérisée par une faible entrée des cellules dans un programme de mort cellulaire programmée. 

L’entrée en apoptose précoce serait, par exemple, relativement limitée dans les cellules T98G irradiée 

à une dose de 10 Gy (environ 1% 24h post-irradiation et environ 3% après 72h). Murad et al. 

expliqueraient ce résultat par l’augmentation du nombre de cellules arrêtées au stade G2/M du cycle 

cellulaire (multiplié par deux après 24h), une des phases du cycle caractérisée par une possibilité de 

mise en place de mécanismes de réparation de l’ADN (Murad et al. 2018). De plus, les auteurs de cette 

recherche ont constaté que la quantité totale de cellules apoptotiques à 72h est de 40% mais que cette 

quantité pouvait varier selon la lignée cellulaire et la dose d’irradiation utilisée. Dans l’une des études 

qu’ils citent, les cellules U251 irradiées à 7 Gy présentant une apoptose représentent 16% de l’ensemble 

de la mort cellulaire relevée (Murad et al. 2018).  
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3.2.4.3 La sénescence 

La sénescence est caractérisée par un arrêt permanent du cycle cellulaire. Cependant, les cellules sont 

encore viables et actives sur le plan métabolique, notamment par l’augmentation de l’activité béta-

galactosidase. Le développement d’un phénotype sénescent par les cellules post-irradiation est 

caractérisé par la sécrétion de facteurs de croissance, de cytokines permettant le maintien de la cellule 

en sénescence (Sia et al. 2020). Par ailleurs, Jeon et al. ont démontré in vivo que des xénogreffes chez 

la souris de cellules U87 ou Ln229 pré-irradiées à 20 Gy, présentant des caractéristiques de la 

sénescence, formaient une masse tumorale dont la croissance était quatre fois plus élevée que les 

xénogreffes de cellules U87 et Ln229 non irradiées (Jeon et al. 2016). Putavet et De Keizer ont 

récemment décrit la sénescence radio-induite dans le cas des cellules résiduelles péritumorales de 

GBM, ce qui pourrait indiquer que la sénescence contribuerait au maintien de l’extension tumorale post-

irradiation (Putavet et de Keizer, 2021).  

3.2.4.4 La nécrose 

La nécrose est une forme non régulée et chaotique de la mort cellulaire, déclenchée par des conditions 

défavorables telles que des changements extrêmes de pH, les ROS, le déséquilibre métabolique et le 

déséquilibre ionique au sein de la cellule et de son microenvironnement. La nécrose causée par les 

radiations ionisantes sont communes dans le GBM (4 à 25% des cas). Le mécanisme exact n’est pas 

connu mais pourrait mettre en jeu l’activation des protéines membranaires RIP1 et 3 par les cathépsines 

B et D (complexe I). Ils permettraient la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α. 

Figure 49. Les voies de signalisation impliquées dans l'apoptose induite dans les cellules de glioblastome. 
L'apoptose est une forme de mort cellulaire contrôlée qui peut être déclenchée par voies extrinsèques et 
intrinsèques. Les voies intrinsèques peuvent être induites par les voies mitochondriales et de signalisation liées aux 
MAPK et au TGF-β. Ces voies sont activées lorsque les mécanismes de réparation de l'ADN sont dérégulés. Un 
des acteurs centraux, p53, va stopper la cellule dans son cycle et il y aura un déséquilibre entre les facteurs pro- et 
anti-apoptotiques. La libération du cytochrome c depuis la mitochondrie va activer la caspase 3, spécifique de la 
voie intrinsèque, et activera d’autres molécules pro-apoptotiques comme PARP et Bcl-2. La voie extrinsèque est 
initiée par une signalisation externe liée aux récepteurs de mort (Fas, TNF, TGF-β, TLR). Ceci va entraîner 
l'activation en aval de la caspase 8, Smad, NF-kB qui à leur tour activeront des facteurs pro-apoptotiques, 
perméabiliseront la mitochondrie et joueront le rôle de facteur de transcription respectivement (D’après Sia et al. 

2020 et Ou et al. 2017).  
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RIP1 cytosolique pourrait également se lier au récepteur TNFR auquel se lie caspase 8 et FADD 

(complexe IIb). Ces deux complexes activent le processus de nécrose (Das et al. 2015).  

3.3 LES EFFETS DE LA RADIOTHERAPIE SUR LE CARACTERE INFILTRANT DES CELLULES DE GLIOBLASTOME 

Les suivis PET et IRM des GBM après radiochimiothérapie démontrent systématiquement une 

infiltration des cellules tumorales dans les zones irradiées, au niveau de la masse tumorale et sa 

périphérie mais aussi dans les marges prises en compte pour l’extension de la tumeur et pour les 

imprécisions de dépôt de dose (Piroth et al. 2016). Les travaux in vitro et in vivo de Wild-Bode et al. ont 

constaté que les rayons X renforcent le caractère invasif des cellules U87 et Ln229 de GBM (Wild-Bode 

et al. 2001). Moncharmont et al. , Falk et al.  et Wank et al. ont compilé un ensemble de données in vitro 

sur des lignées de GBM. Dans la majorité des cas, l’irradiation ayant pour source les rayons X induisait 

une augmentation de la migration et/ou de l’invasion quelle que soit la dose utilisée. Les phénomènes 

de récidive qui se produisent pourraient alors être partiellement favorisés par une augmentation des 

propriétés migratoires et invasives des cellules cancéreuses ayant survécu aux radiations ionisantes 

(Moncharmont et al. 2014, Falk et al. 2014, Wank et al. 2018).  

3.3.1 Influence de la radiothérapie sur la motilité des cellules  

3.3.1.1 Altération du déplacement des cellules irradiées 

L’altération du déplacement des cellules de GBM irradiées a été mise en évidence in vitro par des 

expérimentations impliquant l’utilisant de chambre transwell permettant de quantifier la proportion de 

cellules migrant individuellement. Steinle et al. avaient démontré que l’irradiation à base de rayons X 

des cellules U87 à une dose de 2 Gy induit une augmentation de la proportion de cellules irradiées 

migrant à travers les pores d’une chambre transwell dès deux heures post-irradiation par rapport aux 

cellules non traitées (Steinle et al. 2011). Zhai et al. avaient également constaté une augmentation de 

la migration des cellules GM2 et UN3 irradiées à une dose de 6 Gy dans des chambres transwell sur 

une période de 2h post-irradiation (Zhai et al. 2006).  

Cependant, les effets de la radiothérapie pourrait dépendre de la dose d’irradiation ainsi que de la 

source utilisée. Liu et al. ont observé dans des tests de migration en chambre transwell que l’irradiation 

aux rayons X des cellules C6 augmente de manière dose la migration (+30% 2 Gy,+50% 4 Gy et +70% 

6 Gy par rapport aux cellules témoins). En comparaison, une irradiation ayant pour source des ions 

carbones diminue légèrement la migration des cellules C6 (-10% 2 et 4 Gy par rapport aux cellules 

témoins, aucun effet à 8 Gy) (Liu et al. 2014).  

Pour expliquer de tels impacts sur la motilité, il faut s’intéresser aux propriétés de la cellule associées 

au déplacement cellulaire, c’est-à-dire sa morphologie, ses propriétés biomécaniques et la signalisation 

moléculaire.  

3.3.1.2 Les modifications phénotypiques radio-induites 

Dans les tumeurs primaires, l'induction de la TEM entraîne des modifications structurelles pour la 

progression des cellules, c’est pourquoi certaines recherches se sont intéressées aux impacts de la 

radiothérapie sur les acteurs de la TEM dans les cellules cancéreuses. Dans de nombreux cancers 
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notamment le cancer colorectal, l’expression des gènes codant les marqueurs de la TEM est modulée 

après l’irradiation. L’irradiation à 5 Gy de cellules CaR1 et DLD1 induit une diminution de l’expression 

en ARNm de l’E-cadhérine (environ 50%) et une augmentation de l’expression en ARNm de la vimentine 

(facteur 1,5) et des facteurs de transcription Snail, Slug (entre 1,1 et 1,4 fois pour Snail et 3,5 et 4,5 fois 

pour Slug) qui sont associées à une augmentation de la migration collective 2D (Kawamoto et al. 2012).  

Dans le cas des gliomes, Meng et al. ont évalué les signatures génomiques liées à la TEM sur des 

tumeurs de patients irradiées de manière conventionnelle. Pour cela, ils ont réalisé une analyse 

d'enrichissement des gènes à partir des données de 463 patients atteints de GBM de la TCGA. Cette 

méthode informatique qui évalue les changements d'expression coordonnés pour une voie spécifique, 

ici la TEM. Parmi les 31 gènes évalués, 8 gènes (ACTN1, CCND1, HCLS1, ITGB5, PFN2, PTPRC, 

RAB13 et WAS) correspondaient à des molécules du cytosquelette et à des molécules liées aux 

adhésions exprimées via les voies de signalisation des intégrines. Le profil des tumeurs radiorésistantes 

correspondrait alors à des cellules avec des caractéristiques mésenchymateuses  (Meng et al. 2014).  

3.3.1.3 Les modifications biomécaniques radio-induites 

Compte tenu des effets de la radiothérapie sur la migration et la TEM, de nombreuses études se sont 

intéressées aux effets sur le cytosquelette. Dans une récente revue de la littérature rédigée par Panzetta 

et al., les auteurs ont mis en évidence des effets sur le réseau d’actine associés à l’altération de la 

migration des cellules cancéreuses (Panzetta et al. 2020). 20 jours après irradiation à 3 et 5 Gy des 

cellules de la lignée cellulaire Mel270, une lignée cellulaire de mélanome uvéal, et BLM, une lignée 

cellulaire qui provient de métastases d'un mélanome cutané, la migration individuelle des cellules 

Mel270 est inchangée mais celle des cellules BLM est diminuée. La perte des capacités migratoires 

des cellules BLM irradiées serait associée à une augmentation du diamètre des fibres d’actines à la 

périphérie de la cellule mais réduit la quantité de fibres de stress ayant pour conséquence une 

augmentation de l’élasticité (module de Young 3 fois plus faible par rapport aux cellules Mel270) 

(Jasinska-Konior et al. 2019).   

Les données sur l’organisation du cytosquelette d’actine et de la migration des cellules de GBM irradiées 

sont encore floues et peuvent apparaître très variables selon la lignée cellulaire étudiée voire même en 

fonction de l’étude. Dans l’étude de Memmel et al. sur les cellules de GBM DK-MG (propriétés invasives 

moins fortes que les lignées U87 et U251) et SG-19 (lignée proche des cellules U251), une irradiation 

à 2 Gy renforçait la migration collective des deux lignées mais n’affectait pas l’organisation et la 

constitution du cytosquelette d’actine (Memmel et al. 2017). Dans les travaux d’Hohmann et al., les 

observations du cytosquelette d’actine en microscopie confocale de fluorescence ont mis en évidence 

que l’irradiation à 2 Gy augmentait la densité globale du cytosquelette d’actine des cellule U87. L’étude 

de ces auteurs corrélaient ainsi la polymérisation du cytosquelette d’actine au renforcement de la 

motilité (Hohmann et al. 2017).  Cependant, ils ont également observé que l’irradiation à 2 Gy diminuait 

la vitesse de migration individuelle des cellules LN229 et perturbait l’organisation des filaments d’actine, 

ce qui indiquerait que les effets de l’irradiation sur le cytosquelette pourrait être lignée dépendante 

(Hohmann et al. 2017).  
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La réorganisation du cytosquelette post-irradiation pourrait également se répercuter sur les 

prolongements cellulaires. Whitehead et al. ont constaté qu’après une irradiation à 2 Gy, le cytosquelette 

des cellules de GBM de la lignée LN229 se réorganisait pour la formation d’invadopodes observés en 

microscopie de fluorescence (Whitehead et al. 2018). L’irradiation pour également avoir un impact sur 

les points d’accroche des cellules de GBM. Les sous-unités ανβ3 et ανβ5 apparaissent surexprimées 

dans les cellules de GBM U87 et Ln229 et leur expression est augmentée après irradiation à 2 Gy, 5 

Gy et 10 Gy et est corrélée à une augmentation de la migration des cellules U87 (facteur 3 pour des 

coatings à la vitronectine et une irradiation à 2 Gy) (Rieken et al. 2011). La promotion de la propagation 

des cellules de GBM par la radiothérapie pourrait être déclenchée par la potentialisation des points 

d’ancrage des cellules de GBM. Nguemgo Kouam et al. se sont intéressés à la modulation de 

l’expression des points focaux d’adhérence dans les cellules de GBM U87 et U373 irradiées mais aussi 

des cellules endothéliales HUVEC irradiées. La co-culture des cellules de GBM aux HUVEC augmentait 

de 20 à 40% après une irradiation à 4 Gy. Elle était associée à une augmentation de l’expression 

protéique des points focaux (α4, intégrine α5, intégrine β1, phospho-FAK-Y925, phospho-FAK-Y397 et 

paxilline) dans les cellules HUVEC entre 25% et 200% à 4 Gy 4h post-irradiation et en moyenne de 

20% dans les cellules de GBM. Ainsi, l’irradiation pourrait faciliter la traction des cellules de GBM le long 

des vaisseaux sanguins (Nguemgo Kouam et al. 2019). 

3.3.1.4 Les modulations de la signalisation liée à la motilité 

Les principales voies de signalisation étudiées dans le cadre de la radiothérapie et de la motilité sont 

celles permettant la mise en place de la polarité cellulaire, de l’adhésion et de la polymérisation du 

cytosquelette (figure 50). 

 
Figure 50. Principales voies de signalisation inductrices de la motilité cellulaire post-irradiation. 
L’irradiation des cellules de GBM peut impacter des voies de signalisation associer à différents récepteurs 
permettant l’activation des voies PI3K/Rho1/Rac1 et ROCK mais aussi p38/PI3K/Akt/mTor. Ces voies 
permettront la polarisation des cellules, l’induction des points focaux et la polymérisation du cytosquelette 

(Adapté de Memmel et al. 2011, Falk et al. 2014). 
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3.3.2 Impact de la radiothérapie sur les capacités invasives des cellules de glioblastome 

L’évaluation des capacités invasives des cellules irradiées de GBM en chambre transwell recouverte 

de coating (Matrigel®, fibronectine, etc) est le test standard déployé dans les études réalisées. Wank 

et al. ont démontré que l’irradiation (rayons X) à une dose de 4 Gy augmente l’invasion des cellules U87 

et LN229 (50% par rapport au témoin non irradié), mais aussi pour quatre lignées sur sept de cellules 

de GBM issues de patients (Wank et al. 2018). De manière similaire aux données rapportées sur la 

motilité des cellules de GBM irradiées, l’altération des capacités invasives des cellules de GBM 

dépendraient de la source d’irradiation et de la lignée étudiée. Dans la même étude, l’irradiation à 4 Gy 

des cellules de la lignée LN18 induit une diminution de leur capacité invasive d’environ 40%. L’irradiation 

dont la source provient des particules α de plus fortes énergies, n’induit pas d’augmentation de l’invasion 

pour l’ensemble des lignées in vitro et issues de patients étudiées (Wank et al. 2018).  

3.3.2.1 L’activité protéolytique dans les cellules de glioblastome irradiées 

Le remodelage de la MECc est une des composantes fondamentales dans l’infiltration des cellules de 

GBM, c’est pourquoi la dégradation et la modification de sa constitution par la radiothérapie a fait l’objet 

d’études. Dans le cas des cellules de gliomes, une des premières études sur l’impact de la radiothérapie 

sur la migration et l’invasion a montré que la radiothérapie à 1 et 3 Gy ne réduisait pas le volume tumoral 

de xénogreffes cellules 9L chez la souris. Les analyses histologiques des coupes des xénogreffes 

révèlaient également une augmentation de la détection de la MMP2 à 1 et 3 Gy, ce qui suggère que la 

radiothérapie renforcerait l’activité protéolytique des cellules de GBM (Wild-Bode et al. 2001). Zhou et 

al. ont démontré sur cent échantillons de patients que l’expression positive MMP9 et 2 détectée en 

immunohistochimie serait de mauvais pronostic par rapport aux tumeurs négatives pour MMP9 et 2 

(survie sans progression diminuée de 40 mois et 75 mois respectivement). De plus, l’augmentation de 

l’expression de MMP9 et MMP2 était également significativement corrélée au grade (p < 5 x 10-9, 

corrélation de Spearman) mais aussi à la récidive (p = 4,629 x 10-7, test de Mc Nemar), ce qui pourrait 

expliquer l’agressivité et la reprise tumorale du GBM (Zhou et al. 2019). De plus, les analyses de la 

survie sans progression ont montré que les patients atteints de GBM présentant une forte expression 

de MMP14 avaient un pronostic significativement plus défavorable que ceux présentant une faible 

expression de MMP14 (Zhou et al. 2021). L’augmentation de l’activité des MMP soulignerait alors le 

caractère invasif renforcé des cellules irradiées de GBM.  

3.3.2.2 Remaniement de la MEC tumorale post-irradiation 

Yoo et al. ont cherché à comprendre comment l’irradiation affectait la capacité des cellules de GBM à 

remanier la composition de la MEC environnante et son impact sur l’invasion. Pour cela, ils ont mis en 

culture des cellules U87 irradiées à une dose journalière 2 Gy pendant trois jours ou non dans une 

matrice à base de collagène. Après élimination des cellules dans la MEC, des cellules U87 non traitées 

ont été ensemencées dans ces matrices conditionnées et révélées grâce à une coloration 

hématoxyline/éosine (HE). Les colorations HE ont révélé qu’une proportion 2,5 fois plus importante de 

cellules U87 ont envahi la MEC conditionnée par les cellules irradiées que dans la MEC conditionnées 
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par des cellules non-traitées (Yoo et al. 2018). Ainsi, la MECc tumorale modifiée par les cellules irradiées 

serait un facteur de l’invasion. De manière indirecte, l’irradiation pourrait également influer la migration 

des cellules de GBM le long des vaisseaux sanguins par l’induction de la sécrétion en collagène I et en 

fibronectine par les cellules endothéliales (Andrews et al. 2018). Les radiations ionisantes auraient donc 

des effets multiples sur la composition de la MEC à la fois dans le tissu tumoral, dans le cerveau sain 

et au niveau de la paroi des vaisseaux.  
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4 PARTIE IV : LES NANOPARTICULES D’OR ET LEUR POTENTIEL ANTI-INVASIF SUR LES 

GLIOBLASTOMES 

4.1 LES NANOPARTICULES : UTILISATION EN CANCEROLOGIE 

4.1.1 Définition des nanoparticules 

Les nanoparticules sont définies par les normes établies par l’Organisation Internationale de 

normalisation (ISO) dans le domaine des Nanotechnologies.  La norme ISO/TS 27687 : 2008 (révisée 

en 2015 avec la norme ISO/TS 80004-2 : 2015) donne la liste des terminologies et définitions relatives 

aux nano-objets (nanoparticules, nanofibres et nanoplaque). Les nanoparticules sont des particules 

dont chaque dimension est comprise entre 1 et 100 nm (figure 51).  

Elles peuvent adopter différentes formes (sphère, bâtonnet, etc) et organisations (particule primaire 

(isolée), en agglomérat, en agrégat) être élaborées à partir de différents matériaux (lipides, métaux, etc) 

et présenter des caractéristiques de surface uniques pouvant exercer une influence majeure sur leurs 

principales propriétés à l'échelle nanométrique. Les nanoparticules ont un rapport surface / volume 

élevé, ce qui fait qu’elles possèdent une grande réactivité au niveau physicochimique. Les propriétés 

des matériaux utilisés pour la confection des nanoparticules (thermique, optique, etc) ont permis aux 

chercheurs de les envisager pour des utilisations en thérapie, appelée nanomédecine (Lemaire et al. 

2017).  

4.1.2 Développement des nanoparticules en cancérologie 

4.1.2.1 Nanomédecine et cancérologie 

Les nanoparticules peuvent être utilisées en nanomédecine dans quatre domaines différents : le 

diagnostic, la délivrance de médicaments, les applications théranostiques, et la médecine régénérative. 

Elles sont utilisées afin de répondre à des limites thérapeutiques (transport de médicaments à la toxicité 

élevée, transport à travers les membranes biologiques) ou bien en améliorant le bénéfice thérapeutique 

(réduire la dose, augmenter la biodisponibilité, libération contrôlée et spécifique) (Soares et al. 2018).  

Dans le traitement du cancer, les premières nanoparticules élaborées étaient des nanoparticules 

organiques, des liposomes. Ils ont été développés dans le cadre de la nanovectorisation de 

médicaments, ou drug delivery, permettant dans ce cas de figure d’immobiliser des molécules de 

chimiothérapie pour faciliter leur acheminement vers la tumeur. Aujourd’hui, ce sont plusieurs dizaines 

de nanoparticules qui ont été approuvées par la Food and Drugs Administration (FDA) et l’Union 

Figure 551. Les différents nano-objets. Les 
nano-objets sont désignés selon la forme 
adoptée en fonction de la taille d’une, deux ou 
trois dimensions. (A) Nanoparticule, (B) 
Nanofibre (C) Nanoplaque (Adapté d’après les 
représentations schématisées de la norme ISO 
80004-2:20015). 
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Européenne ou qui sont encore en essais cliniques de phase I et II/III (liposomes, micelles, albumine, 

polymères, silice, oxydes métalliques, métaux) (Shi et al. 2017). 

4.1.2.2 Principales propriétés pour l’utilisation des nanoparticules en cancérologie 

4.1.2.2.1 Distribution passive des nanoparticules dans le tissu tumoral 

Contrairement aux molécules des médicaments qui traversent l’ensemble des tissus, l’accumulation des 

nanoparticules dans les tissus est dépendante de la circulation sanguine. En effet, les nanoparticules 

ne peuvent pas franchir la barrière formée par les jonctions serrées des cellules endothéliales à cause 

de leur taille. Cette propriété est intéressante dans le cas du tissu tumoral dont le réseau vasculaire est 

désorganisé, avec un endothélium fenestré (Wolfram et Ferrari, 2019). En outre, l’effet EPR (Enhanced 

Permeability and Retention) est caractérisé par une accumulation accrue de nano-objets, dont les 

nanoparticules, dans le tissu tumoral. Le réseau vasculaire tumoral présente une couverture réduite de 

péricytes et moins de jonctions serrées endothéliales, ce qui entraîne des lacunes dans la paroi des 

vaisseaux et le passage des nanoparticules. De plus, le manque de vaisseaux lymphatiques 

fonctionnels, les schémas de circulation sanguine anormaux dans le tissu tumoral et des dépôts de 

MEC dans le réseau tumoral pourrait expliquer la rétention accrue des nanoparticules dans le tissu 

tumoral (Wolfram et Ferrari, 2019). Cependant, il se pourrait que l’importance de l’effet EPR soit 

hétérogène selon le patient (angiogenèse, perfusion de la tumeur, inflammation) voire du type de tumeur 

(Natfji et al. 2017).  

En plus de l’effet EPR, certains auteurs se sont intéressés aux flux hémodynamiques du tissu tumoral. 

La vitesse de circulation du sang par rapport au diamètre des vaisseaux sanguins est plus lente dans 

le cas des vaisseaux tumoraux par rapport aux vaisseaux sains. La forme et la taille des nanoparticules 

aurait un impact sur le temps rétention des nanoparticules et pour permettre une adhésion des 

nanoparticules au niveau de la paroi. Plus la particule est de grande taille et s’éloigne d’une forme 

sphérique (bâtonnet et discoïde), plus elle serait susceptible d’adhérer à l’endothélium tumoral (Kolhar 

et al. 2013 et Mi et al. 2016) (figure 52).  

4.1.2.2.2 Ciblage actif en cancérologie 

Le ciblage actif repose sur la conjugaison de ligands à la surface des nanoparticules qui se lieront à de 

protéines membranaires ou des récepteurs surexprimés à la surface des vaisseaux sanguins tumoraux 

ou des cellules cancéreuses. Cette stratégie permet de concevoir des vecteurs médicamenteux qui 

reconnaissent des biomarqueurs associés à des pathologies spécifiques (Wolfram et Ferrari, 2019). S’il 

existe des études cliniques testant des nanoparticules dont l’utilisation comprend un ciblage actif, il n’y 

a pas encore d’autorisation de mise sur le marché pour ce type de nanoparticules (Rosenblum et al. 

2018 et Wolfram et Ferrari, 2019). Plusieurs raisons pourraient expliquer certains échecs du ciblage 

actif, notamment la détection des ligands comme du non-soi par le système immunitaire et une clairance 

accrue en raison de la présence de ligands de surface. De plus, les molécules de ciblage augmentent 

la taille des nanoparticules, ce qui pourrait entraîner une diminution de la pénétration intratumorale. 

Enfin, les liaisons de forte affinité des ligands de surface des nanoparticules à leur cible entraîneraient 



INTRODUCTION 

93 
 

une accumulation locale des nanoparticules sur des sites particuliers, ce qui pourrait limiter une diffusion 

homogène des nanoparticules dans le tissu tumoral (Wolfram et Ferrari, 2019).  

4.1.2.2.3 Surface chimique des nanoparticules 

Les nanoparticules présentent deux avantages intrinsèques liés à leur composition : un rapport 

surface/volume élevé et une chimie de surface abondante. Ces propriétés permettent entre autres 

adsorption physique de nombreux ligands de surface dans le cas du ciblage mais aussi de nombreuses 

interactions électrostatiques avec son environnement (Liu et al. 2020). En effet, les nanoparticules sont 

capables d’interagir avec les membranes biologiques et leur charge de surface influencera leur 

internalisation dans les cellules et leur localisation dans les organites. Par exemple, Wang et al. avaient 

démontré sur une série de nanoparticules à base de polymères associés à des lipides PEGylés 

(associés à du polyéthylène glycol) avec des charges de surface variables que les nanoparticules 

cationiques pénétraient davantage dans le tissu tumoral (xénogreffes de cellules cancéreuses 

mammaires chez la souris) que les nanoparticules anioniques et neutres (Wang et al. 2016). Thevenot 

et al. ont constaté que des nanoparticules à base d’oxyde de titane, portant des charges négatives, 

n’entraînaient une cytotoxicité directe et une rupture des membranes observée en microscopie que pour 

certaines lignées de cellules (Thevenot et al. 2009). La réactivité de la surface chimique, en particulier 

pour des nanoparticules à base d’ions métalliques et d’oxydes métalliques, peut se traduire par 

l’expulsion d’ions réactifs ayant un effet cytotoxique sur les cellules cancéreuses (Ostad et al. 2010) ou 

encore la production de ROS par oxydation de la surface des nanoparticules (Shi et al. 2012).  

4.1.3 Utilisation des nanoparticules inorganiques en cancérologie 

4.1.3.1 Définition des nanoparticules inorganiques 

Les nanoparticules inorganiques sont élaborées à partir d’oxyde métalliques ou de métaux. Si les 

liposomes sont par exemple les nanoparticules de prédilection pour la nanovectorisation de 

Figure 52. Importance du design des nanoparticules. La taille, la forme et la 
concentration des nanoparticules vont dicter leur internalisation, leur localisation, leur 

élimination et leur cytotoxicité (Adapté d’après Tremi et al. 2021).  



INTRODUCTION 

94 
 

médicaments, elles sont plus susceptibles à l’hydrolyse, l’oxydation voire à la perte de son intégrité 

menant à la dispersion du médicament (Pugazhendhi et al. 2018).  

Les nanoparticules inorganiques ont suscité une attention particulière en raison de leurs propriétés 

physico-chimiques uniques, qui dépendent du matériau et de la taille. Outre la stabilité, la facilité de 

synthèse, de modification et d'inertie, les propriétés magnétiques et optiques rendent ces nanoparticules 

intéressantes pour d’autres applications comme l'imagerie et l'ablation de tissus malins (Bayda et al. 

2018). 

4.1.3.2 Applications développées des nanoparticules inorganiques en cancérologie 

Connaissant un véritable essor en médecine et notamment en cancérologie, les nanoparticules à base 

de métaux ou d’oxydes métalliques font l’objet de nombreuses études pour diverses applications 

anticancéreuses (Haume et al. 2016 et Rosa et al. 2017) : 

- La nanovectorisation de médicaments ou drug delivery. Cette méthode va consister à 

immobiliser des principes actifs sur les nanoparticules pour faciliter leur acheminement vers la 

zone cible. Ainsi le but de cette méthode est d’optimiser la délivrance du médicament et de 

contrôler sa vitesse de libération pour en diminuer sa toxicité. Afin d’améliorer la sélectivité 

tumorale, il est possible d’effectuer du ciblage actif. Actuellement, quelques nanoparticules 

organiques ont reçu l’approbation de la FDA (Abraxane®, Doxil®, DaunoXome®) pour leur 

utilisation en clinique en tant que nanovecteurs. Ce n’est actuellement pas le cas pour les 

nanoparticules inorganiques (Zhao et al. 2020).  

 

- L’imagerie. Certaines nanoparticules comme les nanoparticules superparamagnétiques ou bien 

le gadolinium possèdent des propriétés qui sont très intéressantes pour l’imagerie IRM. Le 

gadolinium est un agent de contraste positif qui raccourcit le 𝑇1 des protons environnants et 

donnent des images IRM plus lumineuses. Les nanoparticules superparamagnétiques   sont 

des agents de contraste négatifs qui raccourcissent le 𝑇2 des protons et donnent des images 

IRM plus sombres. La modification des temps de relaxation des protons de l'eau environnante 

à l'intérieur des divers organes permet alors de moduler le contraste dans les images IRM selon 

l’organe cible (Wu et al. 2019). Des nanoparticules inorganiques à base de chélates de 

gadolinium, AGuIX®, font actuellement l’objet d’une étude clinique de phase 2 pour des 

applications théranostiques (traitement métastases cérébrales, 100 patients, NCT03818386), 

notamment pour l’imagerie des métastases par IRM.  

 

- L’hyperthermie. L'hyperthermie est une forme de thérapie anticancéreuse qui consiste à 

exposer les tissus à une température élevée, généralement jusqu'à 45°C pour endommager ou 

tuer les cellules cancéreuses. Elle est généralement utilisée en combinaison avec la 

chimiothérapie et la radiothérapie pour potentialiser la destruction des tumeurs ou pour traiter 

les tumeurs avancées (Sharma et al. 2017). AuroShell®, une nanocoque d'or entourée de silice, 

fait actuellement l’objet d’une étude clinique pour l’ablation de tissus anormaux de la prostate 

(60 patients, NCT04240639). Les nanoparticules sont injectées par voie intraveineuse et 
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s’accumulent dans la tumeur qui est ensuite éclairée par un laser proche infrarouge. Les 

nanoparticules absorbent l’énergie du laser, qui la convertit ensuite sous forme de chaleur 

(Rastinehad et al. 2019).  

La radiothérapie augmentée par les nanoparticules est également un des champs d’application en plein 

essor, c’est notamment le cas des nanoparticules à base de métaux ou d’oxydes métalliques. 

4.2 LES EFFETS RADIOPOTENTIALISANTS DES NANOPARTICULES METALLIQUES  

4.2.1 Intérêt en clinique des nanoparticules métalliques pour la radiopotentialisation 

L’amélioration des effets de la radiothérapie en cancérologie via les nanoparticules métalliques ou à 

base d’oxydes métalliques (mNPs) est à l’heure actuelle au cœur d’essais cliniques. En France, des 

nanoparticules à base d’oxide d’hafnium (NBTXR3, Nanobiotix) a obtenu une autorisation de mise sur 

le marché en Europe pour le traitement des sarcomes des tissus mous. La nanoparticule commence à 

être testée pour d’autres cancers dans des essais cliniques, notamment les carcinomes à cellules 

squameuses de la cavité oro-pharyngée (phase I) (Hoffman et al. 2021), les adénocarcinomes 

pancrétatiques avancés ou difficilement opérables (phase I, NCT04484909), les tumeurs pulmonaires 

à non petites cellules inopérables (phase I, NCT04505267) et les adénocarcnomes oesophagiens 

(phase I, NCT04615013). 

La start-up lyonnaise NH TherAguix développe des nanoparticules à base de chélates de gadolinium 

AGuIX® à visée théranostic pour traiter les métastases cérébrales et améliorer le contraste des 

imageries IRM pour le suivi de la tumeur. La phase clinique I de l’essai NANO-RAD vient de s’achever 

et a démontré l’innocuité de la nanoparticule quelles que soient les doses délivrées (15 à 100 mg/kg). 

De plus, la nanoparticule est sélective et s’accumule bien au niveau de la masse tumorale, ce qui permet 

une amélioration du contraste en pondération T1 des imageries IRM et une préservation du signal 

pendant au moins huit jours. Sur les quinze patients inclus dans l’essai, quatorze d’entre eux ont 

répondu positivement au traitement (diminution du nombre de métastases et de leur diamètre). Cinq 

d’entre eux étaient encore en vie à douze mois post-traitement par rapport à d’autres suivis cliniques 

pour des patients similaires (survie globale médiane inférieure à 9,2 semaines) (Verry et al. 2021). Un 

essai clinique de phase 2 sur 100 patients atteints de métastases cérébrales est actuellement en cours 

(NCT03818386). Cet essai combine l’injection en intraveineuse comme pour l’essai clinique de phase 

1 mais a pour but ici d’évaluer la réponse des métastases à l’association des AGuIX à la radiothérapie 

(rayons X, cerveau entier, 30 Gy en 10 fractions réparties sur 2 à 3 semaines) et la toxicité du traitement.  

4.2.2 Propriétés des nanoparticules métalliques utilisées pour la radiopotentialisation  

4.2.2.1 Principales propriétés physiques de l’intéraction des nanoparticules métalliques aux radiations 

ionisantes 

La radiopotentialisation est un processus qui consiste à utiliser un agent pour augmenter les effets des 

radiations ionisantes. Les nanoparticules métalliques possèdent une densité électronique élevée qui 

leur permettent de fortement absorber les photons X (Liu et al. 2018).  
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La radiopotentisalisation par les nanoparticules métalliques est caractérisée une augmentation du dépôt 

de la dose physique. Les particules ionisantes incidentes sont capables d'induire une ionisation de 

l'enveloppe interne des atomes métalliques. La probabilité de génération d’électrons va dépendre du 

numéro atomique de la nanoparticule et de l’énergie des particules ionisantes incidentes. Plus le numéro 

atomique est élevé, plus il y aura une absorption des particules ionisantes par le cortège électronique 

de la nanoparticule et donc une génération d’électrons secondaires.  

En radiothérapie conventionnelle (6 à 20 MeV), l’effet Compton prédomine dans les gammes d’énergie 

des photons X comprises entre 25 keV – 25 MeV contrairement à la création de paires (> 25 MeV) et 

l’effet photoélectrique (< 60 keV). Toutefois, la probabilité de survenue de l'effet Compton est 

indépendante du numéro atomique du matériau, les intéractions entre les radiations ionisantes et les 

nanoparticules métalliques ont donc peu d’impact. En revanche, la probabilité d'apparition de l'effet 

photoélectrique augmente fortement pour des nanoparticules métalliques qui ont un numéro atomique 

élevé (Z3). Autrement dit, le coefficient d'atténuation de masse des photons, qui est proportionnel au 

numéro atomique de la nanoparticule et à l’énergie des photons incidents (E3), sera plus élevé. Par 

conséquent, les photoélectrons, les photons secondaires et les électrons Auger émis par les 

nanoparticules métalliques provoquent une augmentation très localisée de la dose et une ionisation 

focale des cellules environnantes par le biais des effets photoélectriques. Ces effets sont très 

intéressants, notamment pour la génération d'électron Auger dont le transfert d'énergie linéaire est très 

élevé et peut donc être très toxique pour les cellules (Choi et al. 2020) (figure 53).  

4.2.2.2 Propriétés des nanoparticules d’or pour la radiopotentialisation 

L'or (numéro atomique Z = 79) est un radiopotentialisateur prometteur car son numéro atomique élevé 

produit un coefficient d'atténuation de masse élevé par rapport aux tissus mous. Il est 100 à 150 fois 

supérieur à celui des tissus mous dans la gamme d'énergie des keV. Par conséquent, il existe une 

probabilité accrue d'interaction photoélectrique à des niveaux d'énergie inférieurs entre les 

nanoparticules et les photons X par rapport aux tissus mous, ce qui entraîne un dépôt d'énergie plus 

important au niveau du site cible (figure 54a). Si en clinique les énergies utilisées sont supérieures à 

l’ordre du keV, expérimentalement, sur les cultures cellulaires in vitro, il a été montré que le degré de 

radiosensibilisation est plus important que l’augmentation prédite de la dose physique pour une dose 

d’irradiation appliquée. La réponse radiobiologique ne serait pas donc entièrement dépendante de la 

Figure 53. Principaux effets physiques générés par 
l'association des nanoparticules aux radiations 
ionisantes. L’éjection d’électrons secondaires des atomes 
d’or par le contact avec les radiations ionisantes est 
dépendante de l’énergie utilisée, tout comme avec les 
tissus mous et les molécules d’eau (effet Compton, 
photoéléctrique, électrons Auger). Néanmoins, en raison 
du numéro atomique élevé de l’atome d’or, les évènements 
surviennent avec une probabilité différente. Le numéro 
atomique influence peut la survenue de l’effet Compton 
contrairement à la génération d’électrons Auger et 
photoélectriques qui est plus élevée et pourraient induire 
une forte toxicité. La crétation de paires est très rare en 
raison des doses utilisées en cliniquée et n’est pas 
influencée par la nanoparticule d’or (Adapté de Rosa et al. 

2017).  
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dose totale délivrée à la cellule dans le cas de l’intéraction des nanoparticules d’or à la radiothérapie 

(figure 54b) (Butterworth et al. 2013, Rosa et al. 2017).  

Les nanoparticules à base d’or présentent également des propriétés chimiques intéressantes. L’or, à 

l’échelle macroscopique, est un métal chimiquement stable et biocompatible, ce qui pourrait réduire les 

risques potentiels dans les applications en santé (Liu et al. 2018 et Jeong et al. 2019). Les 

nanoparticules d’or peuvent être aisément fonctionnalisées, notamment via les groupements thiols et 

amines. Leur production est également facilement modulable, que cela soit pour contrôler leur taille, 

leur revêtement de surface ou leur forme (Jeong et al. 2019).  

4.3 EFFETS BIOLOGIQUES ENGENDRES PAR LES NANOPARTICULES METALLIQUES EN ASSOCIATION OU NON A LA 

RADIATIOTHERAPIE 

4.3.1 Génération de ROS et cytotoxicité par l’association des nanoparticules métalliques à la 

radiothérapie 

L’étude d’Hainfeld et al. s’était intéressée à l’association de la radiothérapie (rayons X, 250 keV) et de 

nanoparticules d’or de 1,9 nm de diamètre pour traiter des carcinomes mammaires. Ils ont observé in 

vivo chez la souris que le volume des tumeurs uniquement irradiées est cinq fois supérieur à celui des 

tumeurs irradiées et exposées aux nanoparticules après 24 jours de suivi. La survie globale à un an des 

souris traitées avec l’association des nanoparticules d’or à la radiothérapie est de 86% contre 50% pour 

celles uniquement irradiées (Hainfeld et al. 2004). Plusieurs effets biologiques permettraient d’expliquer 

Figure 54. Réponses physiques de l’association des nanoparticules d’or à différentes énergies 
de radiations ionisantes. (a) Le coefficient de l'énergie massique des photons des tissus mous (points 
tirés) et de l’or (trait continu) sont différents l’un de l’autre. Le ratio or/tissus mous en fonction de l’énergie 
des photons est encore plus marqué selon l’énergie (avec un pic à 100 keV), ce qui signifie que l’or va 
proportionnellement absorbé 150 fois plus d’énergie que les tissus mous. Ceci n’est plus le cas à plus 
de 500 keV . (b) L’augmentation de la dose physique’ fait ici référence au rapport entre la dose 
supplémentaire déposée après ajout des nanoparticules d’or par rapport aux radiations ionisantes 
seules. Lorsque l’on compare les données provenant d'expériences in vitro et sur l'augmentation de la 
dose prédite basée sur les concentrations d'or et les énergies des rayons X utilisées (ratio amplication 
du sensibilisateur), on se rend compte in vitro d’une augmentation de l’énergie déposée en présence 
des nanoparticules par rapport aux irradiations seules par rapport aux prédictions (ligne points tirés). 
(Adapté d’après Butterworth et al. 2013 et Rosa et al. 2017) 
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de tels effets anti-tumoraux in vivo. La production des ROS, l’arrêt du cycle cellulaire, l’induction des 

dommages à l’ADN sont les processus les plus étudiés dans la littérature.  

La génération des ROS, grâce aux interactions entre les nanoparticules métalliques et les radiations 

ionisantes, est due à l’augmentation de la dose. Elle génère une ionisation locale plus forte (effet 

Compton, effet photoélectrique) (Liu, 2013). En plus de ce phénomène propre à la nanoparticules, il 

semblerait que l’adsorption des molécules d’eau à la surface des nanoparticules est possible. Ce 

contact direct entre les molécules d’eau et la nanoparticule diminuerait l’énergie nécessaire pour 

l’ionisation de l’eau (Liu, 2013). Ceci faciliterait la génération d’électrons secondaires et l’ionisation en 

chaîne qui en découle (Misawa et Takahashi, 2018).  

Cette augmentation de la génération de ROS et d’électrons secondaires est très intéressante pour 

l’induction de dommages à l’ADN. Mirjolet et al. avaient montré, pour des cellules U87 exposées à des 

nanoparticules d’oxyde de titane et irradiées à 2 Gy une diminution de la fraction de survie par rapport 

aux cellules uniquement irradiées (SF2 0,43 contre 0,6, p < 0,05). Cette diminution des capacités 

clonogéniques étaient associées à une augmentation du nombre de cellules présentant une 

phosphorylation de la protéine γ-H2AX, qui est induite par la protéine ATM activée lors de la détection 

des dommages de l’ADN, par rapport aux cellules uniquement irradiées (Mirjolet et al. 2013).  

De manière intéressante, dans les travaux de Mirjolet, la proportion de cellules U87 exposées aux 

nanoparticules et irradiées à 2 Gy en phase G2 du cycle cellulaire est légèrement supérieure par rapport 

aux cellules irradiées (environ +5%, soit 25%) (Mirjolet et al. 2013). Dans la littérature, il a été montré 

que la radiosensibilité des cellules est la plus élevée lors de la phase de division cellulaire G2/M (shen 

et al. 2015), ce qui suggère que les nanoparticules métalliques pourraient potentialiser les effets de la 

radiothérapie par arrêt du cycle cellulaire au stade G2/M.  

4.3.2 Les effets propres des nanoparticules métalliques  

Les nanoparticules métalliques, grâce à leur variété de design (matériaux, taille, forme, etc), augmentent 

le nombre d'applications mais soulignent la nécessité de prouver leur innocuité. En effet, il a été 

démontré que les nanoparticules métalliques peuvent présenter une cytotoxicité, en fonction de la taille 

et d'autres propriétés physico-chimiques telles que la forme, la concentration ou la composition 

(Bahadar et al. 2016). La toxicité des mNPs est évaluée la plupart du temps par des tests de réduction 

au trétrazolium, le test LDH, l'évaluation de l'apoptose, le test des comètes pour la génotoxicité. 

Cependant, ces tests pourraient être impossibles à utiliser car les mNPs pourraient interférer avec 

l'activité mitochondriale, ne pas initier la mort cellulaire par apoptose ou avoir une longueur d'onde 

similaire aux substrats utilisés dans ces tests (Bahadar et al. 2016). Des analyses plus avancées comme 

l'analyse cellulaire en temps réel (RTCA) ont été développées pour surveiller directement la nanotoxicité 

par la mesure de l'impédance cellulaire en temps réel. Mais la RTCA ne peut pas distinguer l'adhésion 

et la plasticité cellulaire de la prolifération et de la mort cellulaire (Moe et al. 2013).  Par ailleurs, depuis 

plus de 10 ans, certains travaux de recherche mettent en évidence que les nanoparticules métalliques 

pourraient moduler la forme des cellules mais aussi leur motilité.  
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4.3.2.1 Effets anti-migratoires et anti-invasifs propres des nanoparticules d’or sur les cellules cancéreuses 

La capacité des cellules à se mouvoir et infiltrer les tissus va dépendre de la nature de son cytosquelette, 

la capacité des cellules à interagir avec la MEC environnante. Plusieurs études ont essayé de 

comprendre à quel niveau de l’infiltration les nanoparticules à base d’or étaient capables d’interférer.  

Dans une étude récente menée par Shahhoseini et al. en 2019, des lignées cancéreuses de prostate 

et de poumons DU145 et A549 ont été exposées à des nanoparticules d’or de 15nm à 1mM pendant 

24h. Le suivi en temps réel de test de blessure a mis en exergue que les nanoparticules à base d’or 

diminuaient la migration relative de 25% et la vélocité de 50% au cours des six premières heures de 

migration mais n’étaient n’était plus significativement différente passé 18h de migration. Cette capacité 

a modulé précocément la motilité cellulaire pourrait avoir plusieurs origines (Shahhoseini et al. 2019). 

La plasticité cellulaire et la capacité des cellules à se contrater via le cytosquelette d’actine sont 

essentielles à la mise en mouvement des cellules. En 2014, Pan et al. ont mis en évidence une 

corrélation entre la diminution de la migration de cellules endothéliales HUVEC cultivées dans un milieu 

de culture utilisé pour des cellules cancéreuses du foie HepG2-CM et exposées aux nanoparticules d’or 

et une perturbation du cytosquelette d’actine-F (Pan et al. 2014). Des observations des fibres d’actine-

F par microscopie de fluorescence ont révélé une réduction du nombre de fibres d’actine-F et une perte 

de l’alignement des fibres au niveau des protrusions cellulaires. Cette perte de structuration du 

cytosquelette d’actine-F a également été constaté pour des cellules du col de l’utérus HeLa exposées 

à des nanobâtonnets d’or par microscopie de reconstruction optique stochastique (STORM). Ce type 

de microscopie a permis d’observer non seulement une perturbation de l’alignement des fibres du 

cytosquelette, une diminution du diamètre des fibres d’actine mais également une perte des protrusions 

cellulaires de type lamellipodes et filopodes (Wu et al. 2018).   

Bien qu'il soit connu que la migration puisse se produire sans l'extension des lamellipodes (Gupton et 

al. 2005), l'intégrité de l'actine-F reste fondamentale pour lors de la motilité car sa destructuration au 

niveau cortical et cytoplasmique bloque à la fois la migration 2D et 3D (Nersesian et al. 2018). Il 

semblerait que les nanoparticules d’or puissent altérer la signalisation moléculaire responsable de la 

polymérisation de l’actine-F. Karuppaiya et al. ont démontré que les cellules de fibrosarcome HT-1080 

exposées à des nanoparticules d'or à 120 µM présentaient une activation de Rac1 diminuée de 60% 

par rapport aux cellules non traitées. Le perte d'activation de Rac1 a été corrélé à une perte de 80% de 

la migration individuelle après l'exposition aux nanoparticules d’or ainsi que la perte de l’intégrité de 

l’actine-F au niveau des protrusions (Kuruppaiya et al. 2013).  

Bien que démontrant des effets opposés sur la migration cellulaire, Grzincic et Murphy en 2015 ont 

également montré que les cellules MDA-MB-231 exposées aux nanorods d’or présentaient des niveaux 

d'expression en ARNm plus élevés de RhoA, Rac1 et ROCK. La phosphoprotéomique a également 

révélé une augmentation de 50 % de la phosphorylation de la caténine pS268-p120 et une modification 

de la phosphorylation du réseau d'actine (paxilline, zyxine, vinculine, myosine-9, phosphatase de la 

chaîne légère de la mysine, filamine, cortactine et drebrine) après l'exposition aux nanorods d’or. Ceci 

suggère un rôle des nanoparticules d’or à la fois sur l’expression protéique des acteurs de la migration 

et dans la régulation de leur activation.   
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De plus, les observations par STORM ont révélé une perte des jonctions intercellulaires après exposition 

aux nanorods d’or. En 2018, Wu et al. ont montré que les cellules HeLa exposées à des nanorods d'or 

possèderaient également moins de jonctions intercellulaires et serait corrélé à une diminution de la 

motilité. Dans les jonctions intercellulaires, l’évaluation de l’expression de la N-Cadhérine de la protéine 

des jonctions serrées ZO-2 montrerait une diminution de l’expression des marqueurs jonctionnels et 

une expression membranaire discontinue au sein des cellules traitées. Ces résultats suggéreraient que 

les nanoparticules d’or perturberaient la migration collective en impactant l’expression des protéines 

des jonctions.  

De plus, ces modifications phénotypiques toucheraient aussi la morphologie et les propriétés infiltrantes 

des cellules elles-mêmes. Dans l'étude de Grzincic et Murphy en 2015, les cellules cancéreuses 

mammaires MDA-MB-231 évoluant dans une matrice de collagène I contenant des nanorods d’or 

présentaient un profil migratoire plus fort et un arrondissement acompagné d’une diminution de 

l’extension de l’actine-F par rapport au profil basal mésenchymateux. Les cellules arrondies avaient une 

expression plus élevée de MMP et de Rac1, ce qui suggère que les nanorods d’or incorporées dans le 

microenvironnement entraîne une modification du phénotype migratoire, ici d’un profil mésenchymateux 

à un profil amiboïde plus infiltrant (Grzincic et Murphy, 2015).  

Les nanoparticules auraient donc des effets sur le cytosquelette à différentes échelles de la cellule : au 

niveau jonctionnel, membranaire, phénotypique et moléculaire.  

4.3.2.2 Effets propres des nanoparticules métalliques sur l’invasion 

Lorsque les cellules doivent progresser dans les tissus, que cela soit en contexte physiologique comme 

l’angiogenèse ou bien en contexte pathologique comme la cancérogenèse, la seule mise en mouvement 

des cellules ne suffit pas. C’est pourquoi, certaines publications se sont intéressées au phénomène 

d’invasion en plus de l’altération de la migration par les nanoparticules métalliques. A l’heure actuelle, 

il existe peu de données dans la littérature qui rapportent les effets des nanoparticules à base d’or, c’est 

pourquoi les effets sur l’invasion d’autres types de nanoparticules à base d’oxyde métallique ou de 

métaux ont été considérés ici.  

Shin et al. ont démontré que les capacités invasives individuelles des cellules de carcinome de la vessie 

EJ exposées à des nanoparticules hybrides or et platine (1 :4) diminuent de manière dose-dépendante 

jusqu’à quatre fois pour une concentration à 0,5 µM. L'altération de l'invasion a été associée à une 

diminution statistiquement significative de l'expression de MMP2 et MMP9 en RTQPCR ainsi que de 

l'activité de MMP2 et MMP9 en zymographie de deux à cinq fois dose-dépendante (Shin et al. 2018). 

La diminution de l'activité de MMP2 a également été démontré sur des cellules endothéliales HUVEC 

exposées au VEGF165 et à des nanoparticules à base de cérium. La perte de l’activité MMP2 semblerait 

associer à une diminution de la formation de vaisseaux en culture 2D et en 3D dans du Matrigel® (Giri 

et al. 2013). L’altération des capacités invasives des cellules surviendrait donc quelque soit le matériau 

des nanoparticules et le contexte physiopathologique et toucherait d’une part les capacités des cellules 

à dégrader la MEC environnante.  

D’autre part, la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est une caractéristique de la progression 

cellulaire, et notamment dans le processus de générations des métastases dans certains types de 
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cancer. Tran et al. ont constaté que des nanoparticules à base d'oxyde de zinc diminuaient la capacité 

d'invasion de cellules cancéreuses mammaires métastatiques MCF7 ayant un profil souche CD44 

positive, de manière dose-dépendante. Plusieurs marqueurs de la TEM, comme la perte d’expression 

de l’E-Cadhérine des jonctions adhérentes et la surexpression des filaments intermédiaires de vimentine 

sembleraient être altérés par les nanoparticules métalliques (Tran et al. 2016). Dans des lignées de 

cancer du pancréas PANC-1, AsPC-1 et Mia-PaCa-2 exposées à des nanoparticules d’or, Huai et al. 

ont constaté une augmentation de l’expression protéique de la E-Cadhérine et une diminution de 

l’expression protéique de la vimentine. Dans la lignée HPAF-II, les auteurs ont également constaté par 

ICF que l’E-Cadhérine semblerait préférentiellement exprimer au niveau des jonctions intercellulaires et 

au niveau membranaire. Ces données suggéreraient sur les nanoparticules métalliques seraient 

capables d’altérer le déroulement du processus de la TEM au cours de la cancérogénèse (Huai et al. 

2019).  

De plus, Tran et al. avaient corrélé la diminution des capacités invasives des cellules MCF7 exposées 

aux nanoparticules d’oxyde de zinc à une inhibition de l'expression protéique de Snug et de Snail en 

Western Blot. Ces facteurs de transcriptions sont connus pour moduler l’expression de certains gènes 

et notamment la répression de l’expression de l’E-Cadhérine et la surexpression de la vimentine au 

cours de la cancérogenèse (Wang et al. 2014).  

Si le mécanisme d’action au niveau protéique et génomique des nanoparticules métalliques n’est pas 

encore connu, ces résultats pourraient indiquer qu’elles seraient capables d’entrainer régulation 

transcriptionnelle de la TEM assurant sa promotion ou sa répression selon le contexte 

physiopathologique.  

4.4 DEVELOPPEMENT ET UTILISATION DE NANOPARTICULES HYBRIDES D’OR ET DE GADOLINIUM POUR LA 

RADIOPOTENTIALISATION : LES NANOPARTICULES AU@DTDTPA(GD) 

Depuis quelques années, la conception de nanoparticules à base d’or ne passe pas uniquement par 

l’utilisation unique d’or mais peut également concerner l’ajout d’autres composés métalliques ou 

chimiques. L’équipe du Pr Stéphane Roux (Institut UTINAM – UMR 6213, Université de Franche-Comté, 

CNRS) synthétise des nanoparticules hybrides d’or et de gadolinium Au@DTDTPA(Gd) (figure 55) 

 

Figure 55. Structure de la nanoparticule Au@DTDTPA(Gd). Les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sont 
constituées d’un cœur d’or d’environ 2 nm de diamètre et de 50 chélates de gadolinium Gd3+ fixés sur l’or 

par complexation à des dérivés dithiolé de l'acide diéthylènetriaminepentaacétique (DTDTPA). Le 

diamètre hydrodynamique de la nanoparticule est d’environ 8 nm. Le gadolinium est utilisé en tant qu’agent 
de contraste IRM (T1) et le numéro atomique élevé du gadolinium (Z =64) et de l’or (Z = 79) fait de ces 

nanoparticules un agent radiopotentialisant intéressant (Adapté de Brust et al. 1995 et de Miladi et al. 2014) 
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Brièvement, la production de ces nanoparticules passe par une première dissolution de sel d’or HAuCl4 

-3H2O dans du méthanol. Du DTDTPA et de l'acide acétique ont été ajoutés à la solution de sel d'or. 

Une nouvelle étape de dissolution en présence de NaBH4 puis  dans de l'acide chlorhydrique a ensuite 

lieu. Après filtration sur une membrane polymère et lavage successif avec de l'acide chlorhydrique de 

l'eau et de  l'éther diéthylique, les ions gadolinium sous forme GdCl3 •6H2O sont complexés au DTDTPA 

(Miladi et al. 2014). 

Ces nanoparticules hybrides ont été conçues pour des applications théranostiques, à la fois comme 

agent de contraste IRM et pour ses propriétés radiopotentialisantes. La relaxivité du gadolinium en fait 

un agent de contraste performant pour accélérer les vitesses de relaxation des protons de l’eau en IRM 

(pondération T1) (Debouttière et al. 2006). L’ion gadolinium, tout comme l’or, possède une forte densité 

électronique (Z = 64) ce qui a poussé l’équipe du professeur Roux à s’intéresser aux capacités 

radiosensibilisantes des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) pour la radiothérapie guidée par IRM.  

In vivo, l’injection par voie intraveineuse des nanoparticules couplées à un radiotraceur (technetium 99) 

chez la souris révèle une distribution majoritairement au niveau du cœur, du foie, des reins et de la rate, 

Couplées au radiotracteur Indium 111, Alric et al. ont montré que, pour chacun des organes, moins de 

10% des nanoparticules injectées sont détectées (de 30min à 72h post-injection). Ceci a été également 

observé après analyse par ICP-OES de la quantité d’or accumulée dans les organes prélevés chez les 

animaux (Alric et al.  2013). Les analyses des urines après 30min d’injection des nanoparticules révèlent 

une excrétion d’environ 10% des nanopartcules totales injectées. 24h à 72h après injection, plus de 

60% des nanoparticules injectées sont excrétées par voie urinaire et moins de 5% sont détectées dans 

les excréments des animaux. Ainsi, ces résultats ont permis de mettre en évidence une bonne 

élimination des nanoparticules par voie urinaire et une faible accumulation des nanoparticules au niveau 

des organes, notamment au niveau du foie et de la rate qui contiennent des populations de phagocytes 

qui sont potentiellement capables de phagocyter les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) (Alric et al. 

2013).  

Dans une étude menée par Hébert et al., l’injection par voie intraveineuse de nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) chez la souris ayant reçu des xénogreffes de cellules cancéreuses mammaires a 

permis de mettre en évidence une localisation des nanoparticules dans le tissu tumoral par imagerie 

IRM. Le temps de demi-vie dans le tissu tumoral était de 22 minutes mais avec une concentration 

hétérogène au cours du temps des nanoparticules dans le tissu tumoral, selon que les régions du tissu 

tumoral soient bien perfusées ou non. Après 90 minutes post-injection, la concentration des 

nanoparticules reste stable dans le tissu tumoral peu perfusé alors que la concnetration des 

nanoparticules dans le tissu tumoral bien perfusé décroît rapidement dès dix minutes post-injection 

(Hébert et al. 2010). L’association des nanoparticules à une irradiation de 10 Gy (rayons X, 150 kVp, 

20 min post-injection) ne modifiait en revanche pas la survie des animaux par rapport à l’irradiation 

seule (14 jours) mais révèlaient une diminution des capacités clonogéniques in vitro pour des doses 

100 fois inférieures à celles utilisées in vivo (5 µM contre 5 mM) (Hébert et al. 2010). 

L’étude de Miladi et de ses collaborateurs s’est intéressée aux effets radiopotentialisants des 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur les tumeurs cérébrales in vivo. Les rats, porteurs de greffes 
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orthotopiques de cellules de gliosarcome 9L, ont reçu une injection intraveineuse des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) à 5 mM (Miladi et al. 2014). Les imageries IRM à T1 ont révélé après cinq minutes 

post-injection que le signal IRM temporelle était plus fort dans la tumeur que dans le tissu cérébral sain 

(environ 30% de différence), suggérant une accumulation préférentielle des nanoparticules dans le tissu 

tumoral. De plus, 72h post-injection, les nanoparticules sont en majorité éliminées par excrétion rénale 

(70%). L’association des nanoparticules à une radiothérapie par microfaisceaux (photons X, énergie 

moyenne de 90 keV) augmente à la fois la survie moyenne, la médiane de survie et l’espérance de vie 

des animaux par rapport à une irradiation seule (47,9 jours,  56,5 jours et 251,1 jours respectivement). 

L’ensemble de ces données ont permis de montrer que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) peuvent 

être suivies par imagerie IRM dans le cadre du traitement des tumeurs cérébrales et exerçent un pouvoir 

radiosensibilisant sur des tumeurs cérébrales (Miladi et al. 2014). 

Les travaux in vivo de thèse de Héna Paquot se sont basés sur l’association des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) et de la radiothérapie (photons X, 320 keV, différents protocoles d’irradiation 2 x 5 

Gy, 5 x 2 Gy et 10 Gy) et son impact sur les cellules de GBM U87 (Paquot, 2019).  Après greffe de 

sphéroïdes U87 à la surface du cortex de souris nude,   les travaux ont mis en évidence une action 

antitumorale du traitement mais pas un bénéfice de l’ajout des nanoparticules aux protocoles 

d’irradiation.  Une approche dite « non-conventionelle » (les traitements sont réalisés in vitro avant 

implantation du sphéroïde) a cependant  mis en évidence un doublement de la survie des animaux par 

rapport à l’irradiation seule, ce qui suggère un bénéfice thérapeutique de l’association des 

nanoparticules à la radiothérapie (Paquot, 2019). 
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Le glioblastome (GBM), tumeur cérébrale primaire la plus répandue chez l’adulte, est une tumeur de 

très mauvais pronostic puisque les patients ont une survie médiane qui n’excède pas quinze mois. 

Actuellement, la prise en charge des GBM repose sur le protocole de Stupp qui correspond à une 

exérèse de la tumeur la plus large possible si la tumeur est opérable, suivie de six semaines de radio-

chimiothérapie concomitante et d’une chimiothérapie adjuvante à base de TMZ. Malgré ce traitement 

lourd, la récidive tumorale est systématique survenant le plus souvent dans la zone d’irradiation définie 

par imagerie IRM. Le caractère infiltrant de la maladie fait que le traitement est encore complexe.  

 

Dans les GBM, les échecs thérapeutiques s’expliquent (i) par la très grande hétérogénéité cellulaire et 

moléculaire de ces tumeurs, avec notamment l’existence de sous-populations « souches » ou 

« initiatrices de tumeurs » responsables des récidives, (ii) et par leur caractère très invasif. En effet, au-

delà de la masse tumorale principale détectable à l’IRM et reflétant une forte prolifération, ces tumeurs 

présentent également une zone infiltrante, difficilement résécable, constituée de cellules tumorales plus 

ou moins nombreuses, ayant envahi le parenchyme cérébral et qui contribuent activement à l’agressivité 

des GBM. Evoluant dans un environnement complexe et très protégé (boîte crânienne, barrière hémato-

encéphalique, MEC cérébrale et système immunitaire spécifique), les cellules tumorales gliales vont 

tirer profit des structures existantes telles que les vaisseaux sanguins cérébraux, les faisceaux 

myélinisés, les méninges, et s’adapter aux contraintes mécaniques, topographiques, biochimiques et 

biologiques, pour se mouvoir et se frayer un passage afin de permettre la progression tumorale. 

 

L’importance de la radiothérapie externe conventionnelle par rayons X ou  dans le traitement du GBM 

en complément de la chirurgie, a été démontrée dès les années 80 (Khan et al. 2016). Néanmoins, ce 

traitement appliqué au cerveau souffre d’une fenêtre thérapeutique étroite, et la dose totale maximale 

de radiations que l’on peut délivrer est limitée pour préserver le parenchyme cérébral sain. Le défi est 

donc d’améliorer l’efficacité antitumorale des radiations ionisantes sans aggraver les risques toxiques 

sur le cerveau sain. De nombreuses innovations font l’objet de recherches très actives : en particulier, 

les nouvelles modalités d’irradiation (nouvelles sources telles que les protons ou les ions carbone, les 

nouveaux protocoles tels que l’hypofractionnement) et différentes stratégies de radiosensibilisation 

(utilisation d’inhibiteurs contre la réparation de l’ADN, développement de nouveaux protocoles de 

radiochimiothérapie) sont en cours d’investigation, en parallèle du protocole Stupp, pour améliorer la 

prise en charge de la maladie sans altérer la qualité de vie des patients. Dans ce contexte, plusieurs 

travaux se sont intéressés au potentiel des nanoparticules inorganiques, à base de métaux ou d’oxydes 

métalliques, comme agents radiopotentialisants (ou radioenhancers).. Notamment, différentes études 

précliniques in vitro et in vivo ont montré l’intérêt d’associer des nanoparticules d’or ou de gadolinium 

aux radiations ionisantes pour amplifier les effets cytotoxiques de ces dernières. Notre laboratoire, en 

particulier, s’intéresse depuis 6 ans à des nanoparticules originales, ultra-petites (<10 nm) et constituées 

d’un cœur d’or recouvert de chélates de gadolinium (Au@DTDTPA(Gd)) : ces nanoparticules ont été 

développées par l’équipe du Pr.Stéphane Roux (Institut UTINAM, UMR 6213, Université de Bourgogne-

Franche-Comté) dans un but théranostique. Plus précisément, elles ont été conçues pour la 

radiothérapie guidée par l’IRM. Les travaux débutés au laboratoire consistent à évaluer le potentiel 
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thérapeutique des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) lorsqu’elles sont associées à la radiothérapie 

externe conventionnelle par rayons X dans le contexte des tumeurs cérébrales.  

 

Les données de la littérature suggèrent que les nanoparticules inorganiques, notamment à base d’or, 

possèdent des propriétés anti-migratoires, anti-invasives, et sont capables de perturber les propriétés 

biomécaniques des cellules saines et cancéreuses. C’est pourquoi, dans le cadre de cette thèse, nous 

avons choisi de nous intéresser plus particulièrement à la partie infiltrante des GBM, c’est-à-dire de 

nous focaliser sur les cellules tumorales gliales capables de migrer et d’envahir le parenchyme cérébral 

environnant. Nous avons donc étudié l’impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) seules ou en 

association avec l’irradiation X, sur les capacités invasives des cellules de GBM.  

 

Après la description détaillée des matériels et méthodes mis en œuvre pour réaliser nos 

expérimentations, nous présenterons et discuterons les résultats obtenus en trois parties.  

La première partie présente les résultats des études préliminaires dédiées à la caractérisation des 

modèles cellulaires U251 et U87 choisis pour nos expérimentations. La caractérisation a porté sur la 

façon dont les cellules se comportent en culture, c’est-à-dire leur mode de prolifération et leur capacité 

invasive spontanée. La réponse aux traitements a également fait l’objet d’une évaluation, notamment 

de la cytotoxicité directe et des capacités invasives des deux lignées. Le travail ex vivo et in vivo a 

également donné lieu à la création d’un modèle fluorescent équivalent dont le comportement cellulaire 

a été comparé à celui des lignées non modifiées.  

 Dans la seconde partie du travail de thèse, nous avons évalué l’effet des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) sur les capacités migratoires et invasives des cellules U251. Nous avons tenté de 

décrire au niveau cellulaire et moléculaire les phénomènes et les propriétés biomécaniques directement 

altérés par l’exposition aux nanoparticules. 

Dans la troisième partie du travail de thèse, nous nous sommes intéressés à l’intérêt thérapeutique des 

Au@DTDTPA(Gd) en association avec la radiothérapie externe conventionnelle par rayons X, et nous 

avons notamment concentré notre attention sur les cellules capables de s’échapper de la masse 

tumorale principale pour envahir le tissu adjacent. 
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1 MATERIEL 

1.1 LISTE DES COMPOSES ET APPAREILLAGE UTILISES 

Nom Conditionnement Conservation Concentration finale Fournisseur 

Acides aminés 

essentiels 

Liquide -20°C 1% (v/v) Sigma-Aldrich 

Acides aminés non 

essentiels 

Liquide -20°C 0,5% (v/v) Sigma-Aldrich 

Alcool Chlorhydrique  Liquide 20°C 0,25% (v/v) Fisher 

Scientific 

Acide hyaluronique Poudre 

 

-20°C 100µg/mL Lifecore 

Agar bactériologique Poudre 20°C 0,3% et 0,6% (m/v) Fisher 

Scientific 

Au@DTDTPA(Gd) Liquide 

 

4°C 5 mM Institut 

UTINAM 

B27 Liquide -20°c 2% (v/v) Gibco, Life 

Technologies 

Bleu de Coomassie Poudre 20°C 0,1% (m/v) Fisher 

Scientific 

DMEM 

Dulbecco’s modified 

eagle medium 

Liquide 

 

4°C 4,5 g/L de D-glucose 

(sans rouge phénol) 

Gibco, Life 

Technologies 

DMEM-F12 Liquide 4°C 3,15 g/L de D-glucose, 

2,5 mM de L-

glutamine (sans rouge 

phénol) 

Gibco, Life 

Technologies 

EGF Liquide -20°C 0,002% (v/v) Miltenyi Biotec 

 

Eosine  Liquide 20°C  Diapath 

Ethanol Pur/96°C/70°C Liquide 20°C  Fisher 

Scientific 

FGF Liquide -20°C 0,002% (v/v) Miltenyi Biotec 
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Gélatine Porcine Poudre -20°C 1% (m/v) Sigma-Aldrich 

HBSS 

Hank’s Balanced Salt 

Solution 

Liquide 

 

4°C  Sigma-Aldrich 

Hématoxyline de Harris Liquide 20°C  Diapath 

Insuline Liquide -20°C 0,001% (v/v) Thermo 

Scientific 

Kit Pierce BCA Protein 

Assay 

Liquide 20°C  Thermo 

Scientific 

L-Asparagine Poudre -20°C 0,4% (v/v) Sigma-Aldrich 

L-Glutamine Liquide -20°C  Sigma-Aldrich 

Lentivirus pLV-EF1A-

GFP-PGK-Puro 

Liquide -20°C 1.106 TU/puits Cellomics 

Technology 

Matrigel® Liquide 

 

-20°C 50% (v/v) Corning 

LifeSciences 

N2 Liquide -20°C 1% (v/v) Gibco, Life 

Technologies 

PBS 

Phosphate buffered 

saline 

Liquide 

 

4°C  Sigma-Aldrich 

Poly(2-hydroxyethyl 

methacrylate) 

Poudre 

 

20°C 20 mg/mL Sigma-Aldrich 

Pyruvate de sodium Liquide -20°C 1,25% (v/v) Sigma-Aldrich 

Streptomycine/Péniciline Liquide -20°C 1% (v/v) Sigma-Aldrich 

SVF 

Sérum veau foetal 

Liquide 

 

-20°C 10% (v/v) Sigma-Aldrich 

Tampon décoloration Liquide 20°C Méthanol 25% (v/v), 

Acide acétique 10% 

(v/v) 

Fisher 

Scientific 

Tampon zymographie 

ph 7.6 

Liquide 4°C Tris/HCl pH 7.6 (50 

mM), NaCl (100 mM), 

Sigma-Aldrich 
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CaCl2 (5 mM), Triton 

X100 (0,01% (v/v) 

 

Thiazolyl bleu 

tetrazolium bromide 

Poudre 

 

4°C 1 mg/mL Acros Organics 

Tryspine – EDTA 0,5% 

(v/v) 

Liquide 

 

4°C 1X Gibco, Life 

Technologies 

Vitamines Liquide -20°C 0,4% (v/v) Sigma-Aldrich 

 

Nom Expérimentations associées Fournisseurs 

Compteur cellulaure 

automatique TC20™ 

Comptage cellulaire et 

évaluation cytotoxicité directe 

Bio Rad, USA 

GelCount Essais clonogéniques 

Test de bourgeonnement 

Oxford Optronix, U.K 

Gel Doc XR+ 

 

Zymographie Bio Rad, USA 

ImageXpress® Micro Confocal Immunocytofluorescence, suivi 

de l’infiltration en culture 

organotypique, 

vidéomicroscopie 

Molecular Devices, Sunnyvale, USA 

Irradiateur XRAD 320 Series 

PXi Systems 

Irradiation Pxi Systems, USA 

Macroscope de fluorescence 

AZ100 

Suivi infiltration tumorale in vivo Nikon, JA 

Microscope optique DIAPHOT 

300 + caméra Digital sight-DS-

Fi1 

Observation des cellules 

cultivées en monocouche et 

des cellules échappées 

Nikon, JA 

Multiskan Ascent Dosage protéique Thermo Fischer, USA 
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1.2 NANOPARTICULES AU@DTDTPA(GD) 

Les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sont fournies par l’équipe du Professeur Stéphane Roux (Institut 

UTINAM-UMR 6213 CNRS, Université de Bourgogne Franche-Comté, Besançon). La procédure 

expérimentale de la fabrication des nanoparticules est décrite dans les articles de Debouttière et al. 

2006 et Alric et al. 2008. 

Pour les tests en monocouche et sur sphéroïdes, la solution mère de nanoparticules (50 mM) est diluée 

dans le milieu de culture complet à une concentration finale de 5 mM.  

Les cellules cultivées en monocouche sont mises en contact avec les nanoparticules 48h après leur 

ensemencement. Le temps d’exposition des cellules aux nanoparticules est de 24h dans l’incubateur. 

Les sphéroïdes sont exposés aux nanoparticules directement après leur ensemencement en plaques 

p6.  

Après 24h, les cellules et sphéroïdes sont lavés par ajout de solution HBSS puis du milieu de culture 

complet est rajouté.  

1.2.1 Irradiateur 

L’irradiation des cellules cultivées en monocouche et des sphéroïdes est effectuée à l’aide d’un 

irradiateur adapté (XRAD 320 Series PXi Systems, Actemium) situé au CHRU de Nancy Brabois 

(plateforme Nancyclotep). Cet irradiateur est capable de générer des faisceaux de photons X de faibles 

et moyennes énergies (5 à 320 kV). 

Les cellules cultivées en monocouche sont irradiées à des doses de 2, 4, 5, 6, 8 et 10 Gy selon les tests 

effectués et les sphéroïdes sont irradiés à des doses uniques de 2, 5 et 10 Gy ou 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 

10 Gy pendant cinq jours. 

1.3 LES CONDITIONS DE CULTURE CELLULAIRE 

Les différentes manipulations en culture cellulaire ont été réalisées sous une hotte à flux laminaire 

(poste de sécurité microbiologique de type II) avec du matériel stérile et l’ensemble des milieux 

préchauffés à 37°C.  

Pour l’ensemble des expérimentations, les cellules ensemencées dans les différents supports de culture 

cellulaire ont été placées dans un incubateur thermostaté à 37°C sous atmosphère humide diffusant du 

CO2 à 5%.  

1.3.1 La lignée cancéreuse U251 MG 

La lignée cancéreuse de glioblastome U251 MG (abrégée U251 et autrefois appelée U-373 MG, ECACC 

09063001) a été établie à partir d’un glioblastome (astrocytome de grade IV) d’un patient masculin âgé 

de 75 ans. Il s’agit d’une lignée de cellules cancéreuses adhérentes caractérisée par une morphologie 

filamenteuse. Ces cellules peuvent être transfectées et possèdent de fortes propriétés invasives.  
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1.3.2 La lignée cancéreuse U87 MG  

La lignée cancéreuse de glioblastome U87 MG (abrégée U87) a été établie à partir d’un glioblastome 

d’u patient masculin d’âge et d’ethnicité inconnus. Il s’agit d’une lignée de cellules cancéreuses 

adhérentes caractérisée par une morphologie astrocytaire. Ces cellules peuvent être transfectées et 

sont résistantes à la radiothérapie.  

1.3.3 Les méthodes de culture cellulaire 

Les cellules de la lignée U87, U251, U-251 MG GFP sont cultivées dans du milieu minimum essentiel 

de Eagle DMEM (Gibco, Life Technologies). Ce milieu, sans rouge phénol et contenant au préalable du 

D-glucose à une concentration de 4,5 g/L et de la L-Glutamine, est supplémenté avec 10% (v/v) de 

sérum de veau fœtal décomplémenté, un mélange d’antibiotiques contenant de la péniciline et de la 

streptomycine à 1% (v/v) et de 5% (v/v) de complément.  

1.3.4 Culture des cellules en monocouche 

Les cellules ayant atteint au moins 90% de confluence sont rincées avec 10mL de tampon PBS (Sigma-

Aldrich). 2mL de Trypsine + EDTA à 0,05% (v/v) (Gibco, Life Technologies) est ajoutée aux boîtes de 

culture placées à 37°C. Après vérification du décollement des cellules soit après incubation de 5 minutes 

à 37°C, l’activité enzymatique de la trypsine est stoppée par ajout de milieu de culture complet. La 

suspension cellulaire, transférée dans des tubes à centrifuger de 15 mL, est centrifugée pendant 10 

minutes à 300g à température ambiante. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris dans 

du milieu de culture complet. Le dénombrement cellulaire est effectué à partir d’un volume de 450µl de 

suspension cellulaire par comptage manuel à l’aide d’une chambre de Thoma. L’ajout de 50µl de bleu 

Trypan permet de déterminer le nombre de cellules mortes. Une fois la concentration cellulaire 

déterminée, les cellules sont réensemencées dans : 

- Des boîtes de culture de 75cm² (T75) à 2.104 cellules/mL pour l’entretien hebdomadaire de la 

lignée cancéreuse 

- Des boîtes de culture 25cm² (T25) à une concentration cellulaire à 4.104 à 6.104 cellules/mL 

selon la date de pré-incubation des nanoparticules 

- Des plaques de culture 6 puits (p6) à une concentration cellulaire d’environ 2,5.105 cellules/puits 

1.3.5 Culture des cellules en trois dimensions (3D) pour la formation de sphéroïdes 

Afin de permettre la formation de sphéroïdes, il est nécessaire d’empêcher l’adhérence des cellules à 

leur support de culture. Pour cela, les cellules sont mises en culture à une concentration cellulaire de 

5.105 (U87) ou 1.106 (U251) cellules/mL dans des boîtes de culture T75 dont le fond est préalablement 

recouvert d’un revêtement hydrophobe de Poly(2-hydroxyethyl methacrylate), abrégé poly-HEMA, 

capable d’empêcher l’adhérence cellulaire. Quatre jours après ensemencement, les sphéroïdes sont 

transférés dans un spinner. Le milieu de culture du spinner est changé tous les sept jours. Les 

sphéroïdes sont maintenus en culture pendant dix jours après ensemencement. L’ensemble des étapes 

est illustré dans le schéma ci-contre. 
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1.4 LES EXPERIMENTATIONS MISES EN PLACE POUR LA CARACTERISATION DE LA RADIOSENSIBILITE, DE LA 

CYTOTOXICITE DES NANOPARTICULES AU@DTDTPA(GD) ET DE L’EXPRESSION DE LA GFP PAR NOS MODELES 

CELLULAIRES  

Les expérimentations visant à caractériser la radiosensibilité et la cytotoxicité des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) ont été schématisées pour la visualisation de la cinétique expérimentale (figure 56).  

 

1.4.1 Comptage cellulaire et évaluation de la cytotoxicité directe par test d’exclusion au bleu 

Trypan 

Les cellules sont mises en culture dans des boîtes de culture T25 à une concentration cellulaire de 4.104 

cellules/mL pendant 3 jours. Les cellules sont exposées sont exposées aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) à une concentration molaire de 5mM pendant 24 heures. Puis, les cellules sont 

lavées avec 5mL de HBSS et 6mL de milieu de culture complet a été redéposé dans chaque flasque 

T25. Les cellules sont ensuite irradiées à des doses de 2, 5 et 10 Gy. 24 heures plus tard, lorsque les 

cellules ont atteint au moins 90% de confluence, les cellules sont rincées avec 5mL de tampon PBS 

(Sigma-Aldrich). 1mL de Trypsine + EDTA à 0,05% (v/v) (Gibco, Life Technologies) est ajoutée aux 

boîtes de culture placées à 37°C. Après vérification du décollement des cellules soit après incubation 

de 5 minutes à 37°C, l’activité enzymatique de la trypsine est stoppée par ajout de milieu de culture 

complet. La suspension cellulaire, transférée dans des tubes à centrifuger de 15 mL, est centrifugée 

pendant 10 minutes à 300g à température ambiante. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est 

repris dans du milieu de culture complet. elles ont été centrifugées à 300G pendant 10 minutes à 

Figure 56. Schématisation de la cinétique de temps des expérimentations mises en place pour la 
caractérisation de la radiosensibilité et de la cytotoxicité des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur les 
lignées U251 et U87. La numération avec exclusion au bleu de Trypan, les essais clonogéniques et le test de 
bourgeonnement (test d’invasion) ont été déployés pour cette évaluation.  
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température ambiante. Le culot de cellules est resuspendu dans un milieu de culture DMEM complet 

neuf. Le volume est adapté selon la taille du culot cellulaire. 40 µl de suspension cellulaire a été prélevé 

et mélangé à 40µl de bleu Trypan. Après homogénéisation à l’aide d’un vortex, 40 µl de suspension 

cellulaire a été prélevé et une partie a été déposé jusqu’à compléter une chambre de lame de comptage 

pour TC20 (Bio Rad). La taille des cellules analysée par le TC20 est comprise de 8 µm à 32 µm. Le 

compteur automatique de cellules donne le pourcentage de cellules viables, le nombre total de cellules 

par mL et le nombre de cellules viables par mL.   

1.4.2 Essais clonogéniques   

Ce test permet d’évaluer qualitativement et quantitativement la radiosensibilité des cellules, c’est-à-dire 

leur capacité à former des clones après irradiation. Les cellules de la lignée U251 et U87 sont 

ensemencées dans des flasques T25 à une concentration cellulaire de 4.104 cellules/mL (environ 70% 

de confluence) pendant trois jours. Ensuite, les cellules adhérentes sont exposées aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) à une concentration molaire de 5mM pendant 24 heures. Puis, les cellules sont 

lavées avec 5mL de HBSS et 6mL de milieu de culture complet a été redéposé dans chaque flasque 

T25. Les cellules sont ensuite irradiées à des doses de 2, 4, 6, 8 et 10 Gy.  

Après irradiation, le surnageant des flasques T25 est conservé afin de récupérer les éventuelles cellules 

qui se sont décrochées de leur support au cours de l’irradiation. Les cellules sont trypsinées et 

ensemencées à une concentration cellulaire de 4.104 cellules totales/puits dans de l’Agar à 0,15% (m/V) 

contenant du DMEM, du complément et de la Streptavidine/Péniciline. Le mélange Agar 0,15% et 

suspension cellulaire est ensuite déposé dans des puits de p6 contenant une couche de 1,5mL d’Agar 

à 0,6% (m/V) contenant du DMEM, du complément et de la Streptavidine/Péniciline. 1mL de milieu de 

culture complet est déposé au-dessus du mélange Agar 0,15% et suspension cellulaire. Les cellules 

sont mises à l’incubateur pendant 14 jours avec renouvellement du milieu de culture complet tous les 7 

jours.  

Au bout de 14 jours et après retrait du milieu de culture complet, les colonies cellulaires ont été colorées 

par ajout de 1 mL de Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide MTT (Acros Organics) à une concentration 1 

mg/mL et sont incubées pendant 3 heures avant révélation au lecteur GelCount (Oxford, Optronix). 

 

1.4.3 Test d’invasion à partir de sphéroïdes U251 et U87 

Les méthodes standards actuelles pour évaluer l'invasion des cellules tumorales in vitro  sont des essais 

basés sur les chambres de Boyden ou Transwell chamber. Les suspensions de cellules sont 

ensemencées sur un filtre muni de pores (8 à 12 µm) recouvert d'une couche de moléules de la MEC. 

Les cellules envahissent ensuite la chambre inférieure en dégradant cette couche et s'y déplacent en 

réponse à un agent chimio-attracteur. Cependant, ces méthodes ne permettent pas de reproduire le 

confinement des cellules et sont soumises à de grandes variations expérimentales (Vinci et al. 2015).   

Les sphéroïdes formés à partir des lignées U251 et U87 sont déposés au nombre de quinze par puits 

de plaque p6 recouverts de polyHEMA. Ensuite, ils sont exposés aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 
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à une concentration de 5mM pendant 24 heures. Puis, les sphéroïdes sont lavés une fois avec 1mL de 

HBSS et 2mL de milieu de culture complet est redéposé dans chaque puits. Ils sont ensuite irradiés à 

des doses de 2, 5 et 10 Gy et sont remis à l’incubateur pendant 24 heures. Puis, les sphéroïdes sont 

transférés un par un dans des puits de plaque 96 puits et mis en contact avec 100µl de Matrigel® (1 :1 

milieu complet). L’acide hyaluronique de poids molécules inférieur à 1000kDa est connue pour 

augmenter le caractère invasif des glioblastomes. Ainsi, l’ajout de ce glycosaminoglycane dans le 

Matrigel® permettrait d’obtenir un microenvironnement moléculaire plus en adéquation avec le 

microenvironnement tumoral. Deux acides hyaluroniques de poids moléculaires faibles (199 kDa et 323 

kDa) sont mélangés au Matrigel® pour une concentration finale en acide hyaluronique de 100µg/mL 

(mélange équimolaire des deux acides hyaluroniques).  

Les sphéroïdes sont remis à l’incubateur pendant 4 jours. Le jour de la révélation, les sphéroïdes et les 

cellules ayant infiltrées le Matrigel® sont colorés par ajout de 50µl de MTT à une concentration de 1 

mg/mL et sont remis à incuber pendant 3 heures avant révélation au lecteur GelCount.   

1.4.4 Transfection des cellules de la lignée U251 et U87 permettant l’expression de la protéine 

fluorescente GFP 

Afin de réaliser un suivi in vitro et in vivo des cellules par microscopie de fluorescence, les cellules de 

la lignée U251 et U87 sont transduites pour permettre l’expression cytoplasmique de la protéine 

fluorescente GFP. Pour cela, des lentivirus possédant un vecteur (pLV-EF1A-GFP-PGK-Puro, 

Cellomics Technology) (figure 57) contenant le gène codant la protéine fluorescente GFP sont utilisés 

pour l’infection. L’ensemble de l’infection et des premières étapes de sélection ont été réalisées dans le 

laboratoire p3 du Biopôle de l’Université de Lorraine par Alicia Château.  

Figure 57. Cartographie génétique du lentivirus pLV-EF1A-GFP-PGK-Puro. Ce lentivirus de 9735pb possède 
la séquence codant la protéine fluorescente GFP et une cassette de résistance à la puromycine qui permet la 
sélection des cellules ayant intégrées le lentivirus. 
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Un jour avant la transduction par les lentivirus, les cellules sont trypsinées et ensemencées dans des 

plaques p6 à différentes concentrations (6.104, 8.104, 10.104, 12.104 et 25.104 cellules/puits) et placées 

à l’incubateur. 24h après ensemencement, et selon les recommandations du fournisseur et de la 

littérature scientifique, l’expérimentation est poursuivie pour une concentration cellulaire de 12.104 

cellules totales/puits. Après retrait du milieu de culture complet, les cellules sont exposées à des 

concentrations virales de 1.106 TU/puits (transducing unit). Les cellules sont remises à l’incubateur 

pendant 48h. Un changement du milieu de culture complet est ensuite réalisé. La sélection des cellules 

ayant intégrées le vecteur est effectuée par ajout de puromycine à une concentration de 10µg/mL 

pendant 24h.  

1.5 LES EXPERIMENTATIONS MISES EN PLACE POUR L’ETUDE DE L’IMPACT DES NANOPARTICULES 

AU@DTDTPA(GD) SUR LES PROPRIETES INVASIVES DES CELLULES DE GLIOBLASTOME  

L’ensemble du matériel et méthodes pour cette partie des expérimentations est disponible dans la 

section « Annexes » et sont récapitulées dans l’article publié « The detrimental invasiveness of 

glioma cells controlled by gadolinium chelate-coated gold nanoparticles » (Durand et al. 2021). 

1.6 LES EXPERIMENTATIONS MISES EN PLACE POUR L’EVALUATION DE L’INTERET THERAPEUTIQUE DE 

L’ASSOCIATION DES NANOPARTICULES A LA RADIOTHERAPIE SUR LES CELLULES DE GLIOBLASTOME  

Les différentes étapes de cette partie du travail de thèse ont été schématisées pour faciliter la 

visualisation de la cinétique expérimentale (figure 58).  

Figure 58. Schématisation de la cinétique expérimentale pour l’évaluation de l’intérêt thérapeutique de 
l’association des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) à la radiothérapie sur les cellules échappées U87 et les 
sphéroïdes U87. Les étapes décrites comprennent la génération des sphéroïdes (J0), les phases de traitement 
(J7 Au@DTDTA(Gd) et J8 à J12 irradiation) pour lesquelles les cellules comment à s’échapper des pshéroïdes à 
partir de la phase d’irradiation, et les phases expérimentales à partir de J13 (sphéroïde) jusque J15 (cellules  
échappées).  
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1.6.1 Suivi des tests de bourgeonnements des sphéroïdes U87 par vidéomicroscopie  

Les sphéroïdes formés à partir de la lignée U87-GFP sont déposés au nombre de quinze par puits de 

plaque p6 non traités low attachment. Ensuite, ils sont exposés aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 

à une concentration de 5mM pendant 24 heures (1mL). A ce stade, il n’y a pas de cellules qui 

s’échappent des sphéroïdes. Puis, les sphéroïdes sont lavés une fois avec 1mL de HBSS et 2mL de 

milieu de culture complet. Ils sont ensuite irradiés en suivant les protocoles 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10Gy 

pendant cinq jours. Puis, les sphéroïdes sont transférés un par un dans des puits de plaque 96 puits à 

fond noir et mis en contact avec 100µl de Matrigel® (1 :1 milieu complet + acide hyaluronique de 

100µg/mL). La plaque est ensuite déposée dans l’incubateur intégré dans l’ImageXpress® Micro 

Confocal, à 37°C sous une atmosphère à 5% en CO2. Les acquisitions de la fluorescence du sphéroïde 

et des cellules invasives sont réalisées toutes les quatre heures avec un objectif Plan APO 10× et les 

images sont récupérées via le logiciel MetaXpress (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 

1.6.2 Récupération des cellules échappées des sphéroïdes U87  

Trois sphéroïdes U87 ont été déposés dans chaque puits de Labtek II 8 puits ou quinze sphéroïdes 

(U87) en plaque p6 non traités low-attachment ont été traités 24 h avec 300 µl à 1 mL de 

Au@DTDTPA(Gd) à 5 mM respectivement. Ensuite, les sphéroïdes sont rincés avec 300 µl à 1 mL de 

HBSS, respectivement. 500 µl à 2 mL de milieu complet DMEM respectivement sont ajoutées avant 

irradiation (5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10Gy pendant cinq jours).  Les sphéroïdes sédimentent au fond des 

puits sans adhérés à leur support pendant cinq jours. Le milieu de culture est renouvelé à J4. A J5, les 

sphéroïdes sont délicatement retirés et les cellules ayant migré depuis les sphéroïdes vont se multiplier 

pendant trois jours après la dernière irradiation.  

Les comptages cellulaires et l’évaluation de la cytotoxicité par test d’exclusion au bleu Trypan ont été 

réalisées selon la méthode décrite à la section 3.1.  

1.6.3 Evaluation des catastrophes mitotiques après traitement.  

Après récupération des cellules échappées des sphéroïdes U87, les cellules ont été cytocentrifugées à 

une concentration de 2,5 x 104 cellules par lame pendant 1 minutes à 500 rpm (Sakura, AutoSmear CF-

12DE). Les cellules ont ensuite été fixées au formol 4% pendant 30 minutes. Les lames ont été rincées 

à PBS une fois. Les lames ont ensuite été colorées à l’hématoxyline/éosine pour la visualisation des 

noyaux. La coloration a été réalisée de la manière suivante : 

Ethanol 

Pur 

Ethanol 

96°C 

Ethanol 

70°C 

Eau 

distillée 

Hématoxyline 

de Harris 

Eau 

distillée 

Alcool 

chlorhydrique 

Eau 

distillée 

Ethanol 

70°C 

Ethanol 

96°C 

Ethanol 

pur 

Toluène  

5 min 5 min 5 min 5 min 2 min 4 min 5 Sec 4 min 3 min 3 min 5min 5 min 

 

Un montage lame-lamelle a été réalisé en déposant une solution de montage pour coloration 

histologique (Eukitt®). Les captures d’image des lames ont été obtenues au grossissement x100 à l’aide 

d’un microscope optique (Nikon, DIAPHOT 300) équipé d’une caméra (Nikon, Digital sight-DS-Fi1). Dix 

photos par lame ont été prises pour le traitement des données.  
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1.6.4 Immunofluorescence, marquage de la connexine 43 et de l’actine-F sur les cellules 

échappées des sphéroïdes 

Les sphéroïdes U87 ont été ensemencés à raison de trois par puits de Labtek II 8 puits. Les sphéroïdes 

ont été exposés à 5 mM d’Au@DTDTPA(Gd) pendant 24 h. Les cellules sont ensuite soumises aux 

différents protocoles d’irradiation (5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10Gy pendant cinq jours). Trois jours après 

retrait des sphéroïdes, les cellules échappées ont été fixées avec du PFA 4% (v/v) pendant 30 minutes, 

puis lavées doucement une fois avec du PBS. Les cellules ont subi une perméabilisation douce au 

Triton-X-100 à 0,1% (v/v) dilué dans du PBS pendant 10 minutes. Les cellules ont été délicatement 

rincées 5 minutes au PBS. Les cellules ont été saturées dans une solution de BSA à 2% (m/v) diluée 

dans du PBS pendant une heure. 150 µl d’anticorps primaire anti-connexine 43 (Sigma, C6219) dilué à 

1/400 dans une solution de PBS-BSA 2% (p/v) ont été déposés délicatement dans les puits de Labtek 

II. L’anticorps a été mis à incuber à 4°C sur la nuit. Le lendemain, l’anticorps a été retiré et 3 lavages 

successifs de 5 minutes au PBS ont été réalisés. La solution contenant l’anticorps secondaire ciblant la 

partie Fc de l’anticorps primaire a préalablement été mélangée à une solution de phalloïdine conjuguée 

à l'Alexafluor-488 (Ab176753, Abcam) diluée à 1/1000 dans une solution de PBS-BSA 2% (p/v). 

L’anticorps secondaire couplé à l’Alexa Fluor 555 (Interchim, FP-SD5000) a été dilué à 1/400 dans une 

solution de PBS-BSA 2% (p/v). 150 µl du mélange anticorps secondaire/actine-F a été déposé dans les 

puits de Labtek II pendant une heure dans le noir. Les cellules ont été rincées très délicatement pendant 

5 minutes au PBS, 3 fois. Le marquage des noyaux a été réalisé par coloration au Hoechst 33432 

(Thermo Scientific, 62249) dilué à 1/1000 dans une solution de PBS pendant 15 minutes.  Les cellules 

ont été rincées une fois au PBS puis une solution contre le photoblanchiment (Ibidi, 50001) a été 

déposée avant le montage lame-lamelle. La fluorescence de la phalloïdine et de l’anticorps secondaire 

a été analysée à l'aide d'un appareil ImageXpress® Micro Confocal avec un objectif Plan APO 10× et 

20x et le logiciel MetaXpress (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Les acquisitions ont été réalisées en 

excitant l'Alexafluor 488 et l’Alexafluor 555. La fluorescence émise a été détectée dans la fenêtre de 

longueur d'onde appropriée. Dix images ont été capturées avec un pas de 0,2 μm z-step.  

1.6.5 Prélèvement des surnagents des cellules échappées U87 et des sphéroïdes 

1.6.5.1 Récupération des surnagents des sphéroïdes  

Les sphéroïdes formés à partir de la lignée U87 sont déposés au nombre de quinze par puits de plaque 

p6 non traitées low-attachment. Ensuite, ils sont exposés aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) à une 

concentration de 5mM pendant 24 heures (1mL). Puis, les sphéroïdes sont lavés une fois avec 1mL de 

HBSS et 2mL de milieu de culture complet est redéposé dans chaque puits. Ils sont ensuite irradiés en 

suivant les protocoles 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10Gy pendant cinq jours. Le surnagent des sphéroïdes est 

retiré et les sphéroïdes sont transférés dans de nouvelles plaque p6 non traitées low-attachment. 1mL 

d’Opti-MEM sans rouge phénol (Reduced Serum Media, Gibco), sans SVF, est ajouté. Les surnageants 

sont prélevés 16 heures post-irradiation, sur glace, et sont centrifugés à 300G pendant 10 minutes à 

4°C pour retirer les débris cellulaires. Ils sont conservés à -20°C.  
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1.6.5.2 Récupération des surnagents des cellules échappées 

Après transfert des sphéroïdes dans des nouvelles plaques p6 non traitées low-attachment, les plaques 

contenant les cellules échappées sont conservées. 2 mL de milieu DMEM neuf est ajouté à chaque 

puits et les cellules échappées prolifèrent pendant trois jours. Au bout du troisième jour, le milieu DMEM 

est remplacé par 1mL d’Opti-MEM sans rouge phénol (Reduced Serum Media, Gibco), sans SVF. Les 

surnageants sont prélevés 16 heures après le dépôt de l’opti-MEM, sur glace, et sont centrifugés à 

300G pendant 10 minutes à 4°C pour retirer les débris cellulaires. Ils sont conservés à -20°C.  

1.6.6 Dosage protéique 

Le dosage des protéines contenues dans les surnageants cellulaires est réalisé à l’aide du kit Pierce 

BCA Protein Assay (Thermo Scientific). Ce kit se base sur la réaction du biuret qui se produit par ajout 

d’un réactif basique. En effet, une complexation des ions Cu2+ avec les groupes carbonyles des liaisons 

peptidiques se produit formant un précipité mauve qu’il est possible de mesurer par colorimétrie à 540 

nm.  

Pour effectuer ce dosage, une gamme étalonnage basée sur l’albumine bovine (BSA) est réalisée pour 

des concentrations de 0 à 2000 µg/Ml. 20µl de chaque point de la gamme ainsi que 20µl d’échantillons 

dilués au demi à tester sont déposés dans des puits de plaque p96 en duplicate. Ensuite, 200µl de 

réactif basique du kit est déposé dans chaque puits. Après homogénéisation sous agitation et à l’abri 

de la lumière pendant 30 secondes, la plaque p96 est placée à l’incubateur pendant 30 minutes. 

L’absorbance est mesurée à 540 nm à l’aide d’un lecteur de spectrométrie Multiskan Ascent (Thermo 

Fischer).  

1.6.7 Zymographie 

Après dosage protéique des surnageants des sphéroïdes et des cellules échappées U87 à analyser, 

12 µg de protéines ont été déposées dans un gel de polyacrylamide à 10% et 1% de gélatine porcine. 

Les protéines ont migré pendant deux heures à 4°C. La MMP2 a été activée pendant 24 heures à 37°C 

dans une solution tampon à pH 7,6. Après coloration au Bleu de Coomassie à 0,2% pendant 15min et 

décoloration pendant 15min à 30min, l’activité MMP a été révélée à l’aide d’un Gel Doc XR+ (Bio Rad).  

1.6.8 Culture cellulaire neurosphère 

Après récupération et comptage des cellules échappées des sphéroïdes U87, les cellules ont été 

ensemencées à une concentration de 1 x 105 cellules par puits dans des plaques 6 puits low-attachment. 

Le milieu de culture utilisé est un milieu DMEM-F12 composé de 0,001% d’insuline (v/v), 1% de 

pénicilline/Streptomycine (v/v), 2% de réactif B27 (v/v), 1% de réactif N2 (v/v), 0,002% d’EGF (v/v) et 

de 0,002% de β FGF (v/v). Les cellules ont été placées dans un incubateur thermostaté à 37°C sous 

atmosphère humide diffusant du CO2 à 5% pendant 4 jours. Les neurosphères formées ont été colorées 

par ajout de 1 mL de MTT à une concentration 1 mg/mL et sont incubées pendant 3 heures avant 

révélation au lecteur GelCount (Oxford, Optronix). 
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1.7 TRAITEMENT ET ANALYSE DES DONNEES 

1.7.1 Capture et traitement des images des essais clonogéniques 

Les photographies des plaques de culture cellulaire utilisées pour les essais clonogéniques sont prises 

à l’aide du GelCount (résolution 1200 dpi). Le logiciel GelCount est utilisé pour définir le diamètre 

minimum des colonies cellulaires à prendre en compte dans les comptages des colonies (> 50 µm). Les 

bords des puits ont également été exclus de l’analyse pour éviter la prise en compte des pixels des 

bords des puits lors du comptage. La Dose Modifying Factor à 2 Gy a été calculée selon la méthode 

développée dans la thèse de Paul Rétif (Rétif, 2016). Dans notre contexte, ce facteur permet de 

déterminer de combien la dose d’irradiation peut être réduite en association avec les nanoparticules 

pour avoir les mêmes effets biologiques que l’irradiation seule.   

1.7.2 Traitement des données obtenues pour le test d’invasion 

Le traitement des données obtenues après invasion est réalisé à l’aide du logiciel Image J et du logiciel 

GelCount. Dans la littérature scientifique, il n’existe pas de méthodes de mesure de l’invasion 

standardisées, c’est pourquoi deux méthodes de mesures sur des données non dynamiques sont 

utilisées (figure 2 et 3).  

1.7.3 Capture et traitement des images obtenues pour les catastrophes mitotiques 

Les lames contenant les cellules échappées colorées à l’hématoxyline et l’éosine sont observées au 

microscope optique, au grossissement x100. Dix photos sont prises pour chacune des conditions. Un 

Figure 60. Obtention de la distance d’invasion à l’aide du logiciel ImageJ. Une fois la prise de photos réalisée 
à l’aide du logiciel ImageJ. Dix mesures de la distance entre les bords de la masse centrale non invasive et le front 
d’invasion sont réalisées. A partir de l’échelle obtenue en pixel (1 pixel = 21,16µm), le logiciel permet d’obtenir 
directement des mesures en µm. Les dix mesures sont ensuite moyennées. 

Figure 59. Obtention de la surface d’invasion à l’aide du logiciel Image J. Une fois la prise de photos réalisée 
à l’aide du GelCount, les contours du sphéroïde sont définis à l’aide du logiciel Image J. Le premier contour a pour 
limite le front d’invasion du sphéroïde et le deuxième contour défini la masse centrale non invasive du sphéroïde. 
Deux aires sont ainsi obtenues en pixels qu’il est possible de traduire en surface, en µm² (1 pixel = 2,16µm). L’aire 
de la partie non invasive est soustraite à l’aire totale permettant d’obtenir l’aire d’invasion, et ainsi la surface 
d’invasion. 
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comptage du nombre total de cellues présentes sur la photo à l’aide du logiciel ImageJ. Des marqueurs 

sont ajoutés avec ImageJ pour signifier les cellules ayant plus de deux noyaux. Le pourcentage de 

catastrophes mitotiques est obtenu en divisant le nombre de cellules à plus de deux noyaux par le 

nombre de cellules totales x 100.  

1.7.4 Traitement des données en zymographie 

Les photographies des gels de zymographie obtenues à l’aide du Gel Doc XR+ sont ensuite analysées 

en utilisant le logiciel ImageJ. Les bandes correspondant à la sécrétion MMP2 sont contourées entre 

72 kDa et 62 kDa, en se rapportant au marqueur de taille (bande à 75 kDa). Les bandes correspondant 

à la MMP2 activées sont contourées à 62 kDa. Le bruit de fond de la membrane est pris en compte en 

contourant trois parties de la membrane homogène et non digérée par les MMP.  La densité de pixels 

est ensuite calculée par ImageJ, permettant d’obtenir l’intensité de chaque bande MMP2 qui seront 

ensuite déduites de la moyenne des trois mesures du bruit de fond.  

1.7.5 Analyse statistique 

Les résultats ont été présentés sous la forme d’histogrammes ou courbes représentatifs de la moyenne 

des données obtenues. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types obtenus pour les données. 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide d’un test non paramétrique de Mann et Whitney à 

l’aide du logiciel GraphPad Prism 7.0. Les valeurs de p < 0,05 ont été considérées comme 

statistiquement significatives.  
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1 PARTIE I : CARACTERISATION DES MODELES CELLULAIRES ETUDIES : LES LIGNEES 

U251 ET U87 
Pour la réalisation de ce projet, nous avons travaillé sur 2 lignées cellulaires de GBM issues de l’ATCC… 

et qui d’après la littérature, présentent un certain nombre de différences au niveau génotypique (tableau 

3) 

Tableau 3. Récapitulatif des différences génomiques entre les cellules U87 et U251 (Adapté d'après Clark et 
al. 2010, Lewis-Tuffin et al. 2010, Torsvik et al. 2014, Li et al. 2017, Song et al. 2017) 

Gènes étudiés U87 U251 

P53 Non muté Perte expression, homozygote 

EGFRVIII Surexprimé / 

CDKND2A et 2B Déletion Déletion chr9 

PTEN Perte expression, homozygote Perte expression, hétérozygote 

IDH1 Non muté Non muté 

TERT1 Hausse expression (Substitution promoteur) Hausse expression (substitution promoteur) 

NF1 Diminution expression, heterozygote Diminution expression 

MGMT Méthylation promoteur Méthylation promoteur 

WNT1 / Mutation silencieuse 

Vimentine Hausse expression Hausse expression 

 

1.1 MORPHOLOGIE, CROISSANCE ET INVASION. 

Tout d’abord, lors de la mise en culture monocouche, les cellules U251 prolifèrent en formant 

progressivement un tapis de cellules jointives, tandis que les cellules U87 restent beaucoup plus 

dispersées, émettant de longs prolongements, et se mettent à former des ilôts 3D à forte densité 

cellulaire (figure 61).  

La vitesse de prolifération diffère également entre ces deux lignées. En effet, à densité 

d’ensemencement équivalente (3 x 105 cellules/boîte de culture T25), le nombre de cellules U251 (en 

moyenne 7,6 x 105 cellules) est deux fois moins élevé que le nombre de cellules U87 (en moyenne 1,5 

x 106 cellules) après une semaine de culture.  

Figure 61. Observation des cellules U87 et U251 
cultivées in vitro en monocouche. Les cellules ont été 
mises en culture pendant une semaine dans des 
plaques 6 puits pour la réalisation des photographies à 
l'aide d'un microscope optique. Les cellules U251 (à 
gauche) prolifèrent en formant un tapis cellulaire tandis 
que les cellules U87 forment des ilôts et génèrent de 
longs prolongements interconnectés.  
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Les cultures cellulaires 3D (sphéroïdes) récapitulent plus précisément la complexité et les interactions 

celules-cellules présentes dans les tumeurs. En effet, la prolifération des cellules tumorales au sein du 

sphéroïde conduit à la formation de gradients de diffusion en nutriments et en gaz (O2, CO2) jusqu’à la 

survenue d’une hypoxie et d’une nécrose centrale, et entraîne l’émergence de sous-populations 

cellulaires plus hétérogènes présentant des comportements cellulaires différents en termes de 

prolifération, de survie, de migration ou de différenciation (Hirschhaueuser et al. 2010). Notamment, 

lorsque les sphéroïdes sont enchâssés dans une MEC, certaines sous-populations tumorales ont la 

capacité de s’échapper de celui-ci et de progresser à travers la MEC, imitant le comportement 

physiopathologique des cellules tumorales infiltrants la MEC (Vinci et al. 2015). Ces propriétés sont 

mises en évidence par le test de bourgeonnement, que nous avons réalisé pour évaluer les propriétés 

invasives des sphéroïdes U251 et U87. Chaque sphéroïde U87 et U251 sont déposés un à un dans des 

puits de plaque 96 puits contenant une matrice composée de Matrigel® enrichi en acide hyaluronique 

puis, les cellules des sphéroïdes envahissent cet environnement matriciel pendant quatre jours. Nous 

avons constaté que les cellules des sphéroïdes U251 migrent de manière homogène, en formant de 

long prolongements. Les cellules des sphéroïdes U87 forment un maillage hétérogène, sous forme d’un 

réseau de cellules interconnectées les unes aux autres. La figure 62 met en évidence les différences 

de comportement invasif entre les deux lignées cellulaires : la zone d’invasion paraît très dense sur 

l’ensemble de la surface pour les sphéroïdes U251, rappelant la formation d’un tapis cellulaire, alors 

que l’invasion des sphéroïdes U87 s’organise en un réseau peu dense et très étiré composé de cellules 

moins nombreuses.  

Nos résultats préliminaires sont conformes aux données de la littérature. En effet, Diao et al. dans un 

travail récent concernant le comportement des lignées de GBM les plus utilisées, ont observé des 

différences de prolifération entre les cellules U87 et U251 dans des microchambres 3D contenant du 

collagène. La prolifération des U87 était supérieure d’un facteur 1,5 par rapport aux cellules U251 tandis 

que la surface occupée par les cellules U251 était beaucoup plus importante que celle occupée par les 

cellules U87 Ils ont observé que la vitesse de migration des cellules U87 était plus de trois fois 

supérieure à celle des cellules U251 et que la lignée U87 adopterait une invasion par clusters alors que 

la lignée U251 adopterait une invasion par extension dans les cultures 3D in vitro  . De même, les 

caractéristiques morphologiques des cellules différaient, les cellules U87 présentant des protrusions 

trois fois plus longues (en moyenne 90 µm vs 30 µm) et une longueur maximale quatre fois plus élevée 

(200 µm vs 50 µm) que les cellules U251 (Diao et al. 2019).  

Figure 62. Observation de l'invasion des 
sphéroïdes U251 et U87. Les sphéroïdes 
élaborés à partir des cellules U251 et U87 
sont ensemencés dans un mélange Matrigel 
(1:2) et acide hyaluronique (100 µg/mL). 
L'invasion des sphéroïdes se déroule 
pendant quatre jours. Les photos ont été 
réalisées à l’aide du compteur GelCount™ 
(Oxford Optronix).  
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In vivo, les différences entre les lignées cellulaires se traduiraient par une infiltration plus importante 

des cellules U251 dans le parenchyme cérébral par rapport aux cellules U87 alors que la lignée U87 

donnerait lieu à une croissance plus importante de la masse tumorale (Jacobs et al. 2011 et Hamilton 

et al. 2016).  

1.2 CARACTERISATION DE LA RADIOSENSIBILITE DES DEUX MODELES CELLULAIRES. 

Pour évaluer la réponse à la radiothérapie des cellules de GBM, les essais clonogéniques sont la 

méthode de choix : ils permettent d’évaluer l’inhibition de la capacité des cellules irradiées à redonner 

de nouveaux clones, intégrant ainsi les effets anti-prolifératifs, les phénomènes de mort précoce et de 

mort retardée. Les résultats obtenus sur la lignée U251 montrent que la radiothérapie réduit 

significativement la fraction de survie : en effet, une dose de 2 Gy réduit de 41% le nombre de colonies 

U251 formées (SF2 = 59% ; p < 0,0001) alors qu’une dose de 10 Gy réduit celui-ci de 80% (SF10 = 

20% ; p < 0,0001). 

La lignée U87 est beaucoup moins sensible aux effets de l’irradiation puisque le nombre de colonies ne 

diminue que de 6 % après une dose de 2 Gy (SF2 = 94%) et de 39% après une dose de 10 Gy (SF10 = 

61%). Ces résultats sont cohérents avec les résultats d’études antérieures montrant que la lignée U87 

est plus radiorésistante que la lignée U251 (Naidu 2010 et Li et al. 2017) .  

Par ailleurs, nous avons réalisé des tests de bourgeonnements sur sphéroïdes irradiés : les sphéroides 

ont été traités avec des monodoses de rayons X de 2, 5 ou 10 Gy (figure 63a). Sur les sphéroïdes 

U251, la radiothérapie semble diminuer l’invasion à partir d’une dose de 5 Gy (environ 10%) et cet effet 

devient  stastistiquement significatif à 10 Gy (environ 50%, p < 0,0001) (figure 63b). A contrario, nous 

constatons que la surface d’invasion des sphéroïdes U87 augmente significativement (de 25 à 50 %) 

dès qu’une irradiation X monodose est appliquée (figure 63c). Ces résultats renforcent les différences 

existant entre les deux modèles cellulaires en termes de radiosensibilité, et suggèrent de surcroît que, 

l’irradiation X monodose, appliquée à la lignée la plus radiorésistante pourrait jouer un rôle délétère en 

augmentant le caractère invasif.  

Nos résultats, discordants entre les deux lignées, sont représentatifs des contradictions rapportées dans 

la littérature quant aux effets pro- ou anti-invasifs de la radiothérapie par photons X. Une étude récente 

incluant différentes lignées celulaires (LN229, LN18 and U87) et des lignées dérivées de patients (PDX) 

a globalement montré une stimulation des capacités invasives après une irradiation X de 4 Gy. Seule 

la lignée LN18 montrait une diminution significative de l’invasion après irradiation (Wank et al. J 

Neurooncol 2018). Wank et al. ont compilé dans un article de revue une douzaine d’études reflétant 

l’hétérogénéité de réponse des lignées de glioblastomes traitées par irradiation X (Wank et al. Cancers 

2018), avec dans la majorité des cas des effets pro-invasifs (Wild-Bode et al. 2001, De Bacco et al. 

2011), et dans certains des effets anti-invasifs (Zhen et al. 2016). Des facteurs tels que la radiosensibilité 
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intrinsèque, l’environnement cellulaire ou l’énergie des rayonnements X utilisés pour les 

expérimentations pourraient expliquer ces contradictions.  

1.3 CARACTERISATION DES EFFETS DES NANOPARTICULES AU@DTDTPA(GD)  

Dans cette étude préliminaire, nous avons également évalué l’effet direct des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) sur la viabilité immédiate des cellules U251 et U87 ainsi que sur leurs capacités 

clonogéniques. Nous n’avons pas constaté de diminution de la viabilité immédiate par les 

nanoparticules, que cela soit pour la lignée U87 (97% ± 1%) que la lignée U251 (97% ± 1,5%). (figure 

64).  

Figure 64. Effets des nanoparticules sur la cytotoxicité 
directe des lignées U251 et U87. Les cellules sont 
exposées aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) pendant 
24h à une concentration de 5 mM puis les cellules sont 
trypsinées pour un comptage automatique. Les cellules 
mortes sont discriminées par test d’exclusion au bleu Trypan, 
donnant un pourcentage de viabilité pour les cellules U251 
(a) et U87 (b). Les données sont représentées sous la forme 
d’histogrammes représentatifs de la moyenne de chaque 
pourcentage viabilité. Les barres d’erreurs représentent les 
écart-types.  

Figure 63. Impact de la radiothérapie sur les capacités invasives des cellules de sphéroïdes U251 et U87. 
Les sphéroïdes U87 et U251 sont irradiés à des doses de 2, 5 et 10Gy. Les sphéroïdes sont ensemencés dans un 
mélange de Matrigel® enrichi en acide hyaluronique à 100 μg/mL, 24 heures post-irradiation (a). La surface 
d’invasion est mesurée pour chaque sphéroïde à l’aide d’image J. Les gradations de bleu correspondent à des 
irradiations de plus en plus fortes. Les données sont exploitées de manière indépendante (n ≥ 14 sphéroïdes pour 
n ≥ 3 expérimentations). Les données sont représentées sous la forme d’histogrammes représentatifs de la 
moyenne de chaque sphéroïde U251 (b) et U87 (c). Les barres d’erreurs représentent les écart-types. * p < 0,05, 

** p < 0,01, *** < 0,001, **** < 0,0001  
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Nos résultats montrent que l’exposition des cellules U251 aux nanoparticules à 5 mM pendant24h 

entraîne une diminution des capacités clonogéniques de 30% (p < 0,0001) au bout de 14 jours alors 

que les nanoparticules n’ont aucun impact sur la fraction de survie des cellules U87.  

Des tests de bourgeonnement ont été réalisés en parallèle pour déterminer l’effet des nanoparticules 

seules sur les capacités invasives des deux modèles cellulaires (figure 65a). L’exposition aux 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) diminue d’environ 20% la surface d’invasion des sphéroïdes U251 

par rapport aux témoins non traités (figure 65b) alors qu’elle ne modifie pas la surface d’invasion des 

sphéroïdes U87 (figure 65c).  

Dans la littérature, il a déjà été montré à l’aide de tests en chambre de Boyden, que les nanoparticules 

d’oxyde de fer sont capables d’entraîner une diminution des capacités invasives de la lignée U251, 

suggérant un sensibilité des cellules U251 aux nanoparticules métalliques (Ren et al. 2018). Même si 

l’effet inhibiteur n’est pas systématiquement retrouvé, différents travaux antérieurs portant sur des 

nanoparticules inorganiques de nature diverses ont conclu à un effet majoritairement anti-migratoire 

tant sur les cellules cancéreuses que sur les cellules saines (Zhou et al. 2014, Tran et al. 2016, Kutwin 

et al. 2017).  

L’ensemble de ces caractérisations préliminaires suggère que la lignée U251 est une lignée plus 

sensible aux traitements (radiothérapie ou nanoparticules) que la lignée U87. Actuellement, il est encore 

difficile de comprendre pourquoi de telles différences existent entre les lignées cellulaires primaires de 

GBM. Le statut P53 (muté pour les cellules U251 versus wild-type pour les cellules U87), pourtant 

central dans la régulation de la tumorigenèse (métabolisme cellulaire, migration, caractère souche, 

survie, microenvironnement tumoral, réponses inflammatoires et réponse immunitaire), ne permettrait 

pas d’expliquer le potentiel invasif des cellules (Zhang et al. 2018). La forte prolifération des cellules 

Figure 65. Effets des nanoparticules sur les capacités invasives des cellules de sphéroïdes U251 et U87. 
Les sphéroïdes U87 et U251 sont exposés aux nanoparticules à 5 mM pendant 24h. Les sphéroïdes sont 
ensemencés dans un mélange de Matrigel® enrichi en acide hyaluronique à 100 μg/mL (a). La surface d’invasion 
est mesurée pour chaque sphéroïde à l’aide d’image J. Les hachures jaunes correspondent aux nanoparticules. 
Les données sont exploitées de manière indépendante (n ≥ 14 sphéroïdes pour n ≥ 3 expérimentations). Les 
données sont représentées sous la forme d’histogrammes représentatifs de la moyenne de chaque sphéroïde 
U251 (b) et U87 (c). Les barres d’erreurs représentent les écart-types. **** < 0,0001 
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U87 pourrait être expliquée par la surexpression du récepteur EGFR par rapport aux cellules U251 dont 

l’expression n’est pas amplifiée (tableau 3). 

1.4 MISE EN PLACE DES MODELES CELLULAIRES EXPRIMANT LA GFP  

Pour étudier leur pouvoir migratoire et invasif, nous avons besoin de suivre le déplacement des cellules 

tumorales gliales dans leur environnement, au cours du temps. Le suivi dynamique des cellules 

tumorales invasives in vitro  ou in vivo  est difficilement réalisable en microscopie optique mais beaucoup 

plus accessible en microscopie de fluorescence. Le suivi du fluorophore Green Fluorescent Protein 

(GFP) exprimé par les cellules tumorales est depuis de nombreuses années déployé pour les suivis in 

vivo en raison de la puissance du signal de la GFP et la facilité d’accès aux équipements de microscopie 

de fluorescence dans les laboratoires. L’expression de la GFP par les cellules tumorales permet non 

seulement de visualiser chaque cellule individuellement in vitro mais encore de réaliser des suivis de 

croissance tumorale par microscopie intravitale in vivo chez la souris. C’est pourquoi, pour la bonne 

conduite de ce projet, le laboratoire a souhaité mettre en place des lignées cellulaires de GBM exprimant 

la GFP. 

1.4.1 Validation de l’expression de la GFP dans les lignées U87 et U251 

1.4.1.1 Observation de l’expression de la GFP dans différents types de cultures cellulaires 

Les cellules de la lignée U251 et U87 ont été infectées par des lentivirus possédant une cassette (pLV-

EF1A-GFP-PGK-Puro, Cellomics Technology) contenant le gène codant la GFP pour permettre 

l’expression cytoplasmique de la GFP. Comme présenté sur la figure 66, l’expression de la GFP a été 

validée par l’observation microscopique des cellules tumorales en fluorescence en culture 2D 

monocouche, révélant une répartition homogène dans tout le cytoplasme des cellules analysées. De 

même, lors de la croissance de sphéroïdes in vitro, l’expression de la GFP semble homogène sur 

l’ensemble de la sphère, validant la stabilité de l’expression malgré l’émergence de sous-populations 

hétérogènes. In vivo, après l’implantation des sphéroïdes U87-GFP ou U251-GFP dans le cortex des 

souris immunodéficientes, nous avons pu suivre, par microscopie intravitale à travers la fenêtre 

Figure 66. Mise en évidence de l’expression de la 
protéine fluorescente GFP par les cellules U251 et 
U87 par microscopie de fluorescence. Les cellules, 
transfectées par lentivirus pour l’expression de la 
protéine GFP, représentent le modèle cellulaire utilisé 
pour l’ensemble des expérimentations. L’expression de 
la GFP est suivie par microscopie de fluorescence en 
culture 2D et 3D in vitro. Les sphéroïdes sont ensuite 
implantés à la surface du cortex cérébral du modèle 
murin mis en place au sein du laboratoire. Une petite 
partie du crâne est remplacée par une lamelle de verre 
permettant d’obtenir un accès au cortex cérébral pour 
réaliser un suivi à long terme.  
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crânienne, la progression tumorale (croissance de la masse centrale et dissémination des cellules 

infiltrantes) des sphéroïdes U251 et U87 pendant plusieurs semaines. Lors de ce suivi, nous n’avons 

pas observé de perte de fluorescence, ce qui signifie que l’expression de la GFP perdure dans le temps.  

1.4.1.2 Analyse de la différence de comportement des deux lignées 

In vivo, nos observations ont révélé des différences dans les profils de croissance et d’invasion des 

deux modèles : les sphéroïdes U87-GFP implantés à la surface du cortex donnent lieu à une forte 

croissance de la masse centrale entourée d’une couronne de cellules infiltrantes très marquée tandis 

que la croissance de la masse centrale des sphéroïdes U251-GFP est beaucoup plus lente et 

l’infiltration visible à la surface du cortex est plus diffuse et moins dense. Nos observations semblent en 

concordance avec les descriptions faites par Jacobs et al. à partir de coupe de cerveaux colorées à 

l’hématoxyline/éosine. Cette équipe a rapporté que les cellules U251 greffées ont plus tendance à 

infiltrer de manière diffuse tandis que les cellules U87 greffées ont plus tendance à former une masse 

tumorale croissante et à infiltrer plus localement (Jacobs et al. 2011). Cependant, le suivi du sphéroïde 

dans notre modèle in vivo est uniquement de surface, nous ne sommes pas en mesure d’imager en 

profondeur l’infiltration tumorale pour déterminer la nature de l’infiltration des deux lignées (infiltration le 

long des vaisseaux, des faisceaux de fibres blanches, etc).  

1.4.2 Caractérisation de l’expression de la GFP sur le comportement des cellules de 

glioblastome 

1.4.2.1 Effet de la transduction sur la viabilité immédiate et la croissance cellulaire 

Puisque le lentivirus ne contient pas de séquence permettant une intégration localisée dans le génome 

des cellules, l’insertion du gène GFP se fait de manière aléatoire, ce qui peut provoquer des 

modifications du phénotype cellulaire et des processus physiologiques tels que la prolifération et la 

migration (Gill et Dehnam, 2020). La réalisation d’un séquençage entier du génome des cellules U87 et 

U251 transduites aurait permis de vérifier que le gène codant la GFP n’était pas localisé dans une région 

« critique » pour la cellule mais aurait été insuffisant pour mesurer l’impact sur le comportement 

cellulaire global. Aussi, dans le cadre de notre étude, pour valider l’inocuité de la transduction, nous 

avons préféré comparer les lignées U251-GFP et U87-GFP avec leur lignée initiale U251 et U87 

respectivement, en termes de viabilité cellulaire, de prolifération et d’invasion.  

Dans un premier temps, nous avons alors choisi d’évaluer la cytotoxicité immédiate de la transduction 

avec une numération des cellules et une mesure de la viabilité par test d’exclusion au bleu Trypan, un 

colorant vital utilisé en routine qui est exclu par les transporteurs exprimés à la surface des cellules 

viables (Strober et al. 2015). Les premiers tests d’exclusion au bleu de trypan ont été réalisés cinq 

passages après la transduction, pour des cellules cultivées une semaine. Les tests ont montré que la 

transduction n’impactait ni la prolifération (5,5 x 105 contre 5,7 x 105 cellules), ni la viabilité (97% pour 

les cellules saines et transfectées) des cellules U251 ou des cellules U87 (1,08 x 106 cellules pour une 

viabilité à 97% contre 1,04 x 106 cellules pour une viabilité à 96%) (figure  67).  

Nous avons évalué la cinétique de croissance des cellules U87 (figure 68a) et U251 (figure 68b) 

transduites par l’évaluation de l’activité enzymatique de la succinate déshydrogénase mitochondriale 
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(test MTT). Les courbes de croissance obtenues après un suivi de sept jours ont démontré que la 

transfection n’affectait pas la cinétique de croissance quelle que soit la lignée cellulaire considérée.  

 

  

Ainsi, ces données confirment que la transduction n’induit pas de cytotoxicité directe entre les deux 

lignées et que la croissance cellulaire n’est pas affectée. Cependant, ces deux tests ne permettent pas 

des analyses fonctionnelles : le test MTT ne permet de rendre compte que des aspects métaboliques 

de la cellule par exemple (Van Merloo et al. 2011).  

1.4.2.2 Effet de la transduction sur les capacités invasives des sphéroïdes 

Nous avons donc réalisé des tests de bourgeonnement pour évaluer l’impact de la transduction sur les 

propriétés invasives des sphéroïdes U251-GFP et U87-GFP (par rapport aux sphéroïdes U251 et U87, 

respectivement).   

Figure 68. Influence de l'expression de la GFP sur la croissance des cellules U251 et U87. 
Les deux lignées sont mises en culture en plaque p96 pendant 10 jours. Chaque jour, une plaque 
est incubée 30 minutes au MTT et une lecture de l’absorbance est réalisée pour la lignée U251-
GFP/U251 (a) et la lignée U87-GFP/U87 (b). Les cinétiques de croissance sont représentées sous 
la forme de courbe représentatuve de la moyenne de quatre expérimentations indépendantes. Les 
barres d’erreurs représentent les écart-types. 

Figure 67. Effets de la transduction sur la cytotoxicité directe et le nombre de cellules U251 
et U87. Les cellules exprimant la GFP ou non sont trypsinées après une semaine de prolifération 
pour un comptage automatique. Les cellules mortes sont discriminées par test d’exclusion au bleu 
Trypan, donnant un pourcentage de viabilité pour les cellules U251-GFP, U251 et U87-GFP, U87. 
Le nombre de cellules a également été calculé. Les données sont représentées sous la forme 
d’histogrammes représentatifs de la moyenne de chaque pourcentage viabilité et nombre de 
cellules (n ≥ 5). Les barres d’erreurs représentent les écart-types.  
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La masse centrale et la surface d’invasion  atteignaient respectivement 0.76 mm² et 4.74 mm² pour les 

sphéroides U251 versus 0.90 mm² et 4.57 mm² pour les sphéroïdes U251-GFP après 4 jours de 

culture (pas de différence significative) (figure 69a). De la même manière, la masse centrale et la 

surface d’invasion atteignaient respectivement 0.78 mm² et 3.87 mm² pour les sphéroides U87 versus 

0.74 mm² et 3.73 mm² pour les sphéroïdes U87-GFP après 4 jours de culture (figure 69b).  

Ces résultats montrent que, quelle que soit la lignée considérée, la transduction ne modifie pas les 

propriétés invasives de nos cellules tumorales.  

 

 

1.5 Bilan des études préliminaires  

La caractérisation de nos modèles cellulaires met en évidence des divergences de comportement entre 

les deux lignées étudiées. En particulier, les cellules U251 présentent un potentiel invasif plus marqué 

et une plus grande sensibilité directe à l’action des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd), tandis que les 

cellules U87 présentent une plus grande radiorésistance. En revanche, l’expression de la GFP n’a pas 

d’impact significatif sur le comportement cellulaire, quelle que soit la lignée considérée. Au regard de 

ces résultats, nous avons sélectionné la lignée U251 (exprimant ou non la GFP) pour décrypter aux 

échelles moléculaires et cellulaires les effets directs des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur les 

capacités migratoires et invasives des cellules de glioblastome. Les résultats de cette étude ont fait 

l’objet d’une publication dans le journal Nanoscale en 2021 présentée dans la seconde partie de ce 

chapitre. Pour évaluer l’intérêt de l’association de la radiothérapie avec les nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd), nous avons préféré la lignée U87, qui nous est apparue plus pertinente car plus 

représentative de la radiorésistance des GBM. Les résultats de cette étude font l’objet d’une publication 

scientifique en préparation.   

Figure 69. Effets de l’expression de la GFP sur 
les capacités invasives des cellules de 
sphéroïdes U251 et U87. Les sphéroïdes sont 
ensemencés dans un mélange de Matrigel® enrichi 
en acide hyaluronique à 100 μg/mL .La surface 
d’invasion est mesurée pour chaque sphéroïde à 
l’aide d’image J. Les gradations de bleu 
correspondent à des irradiations de plus en plus 
fortes. Les données sont exploitées de manière 
indépendante (n ≥ 14 sphéroïdes pour n ≥ 3 
expérimentations). Les données sont représentées 
sous la forme d’histogrammes représentatifs de la 
moyenne de chaque sphéroïde U251 (b) et U87 (c). 
Les barres d’erreurs représentent les écart-types. 
**** p < 0,0001 
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2 PARTIE II : EFFETS DES AU@DTDTPA(GD) SUR LES CAPACITES MIGRATOIRES ET 

INVASIVES DES CELLULES U251  

2.1 PUBLICATION N°1 : THE DETRIMENTAL INVASIVENESS OF GLIOMA CELLS CONTROLLED BY GADOLINIUM 

CHELATE-COATED GOLD NANOPARTICLES (DURAND ET AL. 2021).  

2.1.1 Contexte scientifique de l’étude  

Le glioblastome est une tumeur dont la progression rapide et la grande agressivité résultent de 

l’activation de mécanismes d’invasion locale complexes et efficaces. Les cellules tumorales 

périphériques dégradent localement la MECc normale et resynthétisent une MECc tumorale (qui diffère 

par sa structure spatiale, la taille des pores, sa rigidité, sa composition moléculaire, etc) propice au 

déplacement des cellules tumorales. Le but est d’ouvrir des voies de passage pour faciliter la 

propagation des cellules dans le parenchyme cérébral sain. Le processus d’invasion implique 

également des changements dans l’architecture de la cellule, et plus spécifiquement la capacité de la 

cellule à remodeler son cytosquelette pour pouvoir se mouvoir, s’accrocher à son microenvironnement 

moléculaire et à adapter sa morphologie aux contraintes spatiales de la MECc (Cuddapah et al. 2014).  

Dans la littérature, il a été démontré que les nanoparticules à base d’or avaient un impact sur ces 

différents processus chez différentes cellules cancéreuses, le plus souvent in vitro à partir de tests 

standards de migration (test de blessure 2D) et d’invasion (test 3D en chambre de Boyden). Certains 

travaux suggéraient également des effets des nanoparticules d’or sur la structuration du cytosquelette 

(architecture globale du cytosquelette d’actine, fibres de stress d’actine-F, émission des prolongements, 

etc) (Wu et al. 2018). L’utilisation d’autres nanoparticules à base d’oxyde métalliques comme le dioxide 

de titane ou l’oxyde de zinc, modifieraient également les capacités d’adhésion des cellules cancéreuses 

(Wang et al. 2017) ainsi que les propriétés biomécaniques de la cellule comme la rigidité membranaire 

(De Matteis et al. 2019) et la topographie globale de la cellule (Pan et al. 2014).  

Dans ce contexte, nous avons conduits des travaux originaux consistant à étudier les effets des 

nanoparticules hybrides à base d’or et de gadolinium (Au@DTDTPA(Gd)), développées initialement 

pour des applications théranostiques (in vitro et in vivo), sur le processus d’invasion de cellules de GBM 

U251 à différents niveaux de la cellule.  

A partir de culture monocouche 2D et de culture de sphéroïdes 3D, nous avons tenté de 

décrypter les effets des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur la capacité des cellules de GBM à 

dégrader la MEC pour progresser, leur capacité à se mouvoir et les atteintes sur leurs capacités 

adhésives et biomécaniques.  

2.1.2 Les principaux résultats obtenus  

2.1.2.1 Incorporation et distribution des Au@DTDTPA(Gd) dans les cellules U251 

L’accumulation et la localisation des nanoparticules dans les cellules est dépendante de leur taille, de 

leur forme ainsi que de leur revêtement de surface (Huang et al. 2012), c’est pourquoi nous avons 

quantifié leur concentration dans les cellules par ICP-MS et déterminé leur localisation par microscopie 
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de fluorescence STED après 24h. L’ICP-MS a mis en évidence une accumulation massive des 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) indépendante de leur concentration dans les cellules U251 (6.99 × 

106 ± 5.46 × 104 nanoparticules par cellules pour 5 mM) (Tableau 4).  

Tableau 4. Quantification de l'or dans les cellules U251 par analyse ICP-OES. Les cellules U251 maintenues 
en culture monocouche ont été exposées pendant 24h à Au@DTDTPA(Gd) à 1 ou 5 mM. Après élimination des 
nanoparticules, les cellules ont été rincées, détachées, comptées et centrifugées pour obtenir un culot. Les 
échantillons ont ensuite été minéralisés et ont été traités comme décrit dans la section Matériel et Méthodes. 

Au@DTDTPA(Gd) concentration Quantité d’or (µg) Nanoparticules/cellule 

1 mM 0.48 ± 0.042 6.17.106 ± 5.65.104 

5 mM 0.55 ± 0.037 6.99.106 ± 5.46.104 

 

La microscopie STED a montré une accumulation des nanoparticules préférentielle au niveau du 

cytoplasme sans colocalisation spécifique avec un organite défini. Par ailleurs, de très nombreux 

signaux de fluorescence punctiformes périnucléaires ont également été détectés, ce qui indique 

également une localisation périnucléaire des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) (figure 70).  

Une localisation périnucléaire des nanoparticules a déjà été rapportée dans la littérature pour des 

nanoparticules sphériques de différents matériaux dont l’or, et dont le diamètre est inférieur à 25 nm. 

Cette particularité entraînerait des perturbations du fonctionnement de la cellule, notamment en 

perturbant les propriétés biomécaniques de la membrane nucléaire, ce qui serait susceptible d’affecter 

la motilité des cellules (Foroozandeh et Aziz, 2018).  

2.1.2.2 Impact des nanoparticules sur les capacités invasives et la motilité des cellules U251 

2.1.2.2.1 Effets des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur la capacité des cellules U251 à envahir la MEC 

La capacité des cellules cancéreuses à progresser à travers la MEC est le plus souvent étudiée in vitro 

en réalisant des tests d’invasion en chambre de Boyden (Falasca et al. 2011). Cependant, ce test est 

soumis à une grande variabilité car il dépend du chimiotactisme cellulaire, du design des pores et du 

choix de la MEC. De plus, le test en chambre de Boyden est réalisé sur des cellules individualisées et 

ne sont en contact avec la MEC qu’à partir de l’ensemencement. Afin de reproduire des conditions plus 

proches de la physiologie, nous avons évalué l’invasion des cellules de GBM exposées aux 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) pendant 24h à l’aide d’un test de bourgeonnement. Ce test 3D, basé 

sur l’ensemencement des sphéroïdes dans une MEC, permet de récapituler certains paramètres 

observés in vivo comme les gradients en gaz et en nutriments et la façon dont les cellules envahissent 

la MEC depuis la masse (Goertzen et al. 2018).  

Dans la littérature, les résultats 2D in vitro avaient déjà démontré une diminution des capacités invasives 

des cellules cancéreuses après exposition aux nanobâtonnets à base d’or (Zhou et al. 2014) mais aussi 

pour des nanoparticules à base d’autres matériaux comme l’oxyde de cerium (Giri et al. 2013). Dans 

notre étude, lorsque les sphéroïdes U251 sont exposés préalablement aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) pendant 24h, la croissance de la masse centrale ne change pas par rapport aux 

sphéroïdes témoins quatre jours post-ensemencement (environ 0,51 ± 0,03 mm² pour le contrôle, 0,42 
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± 0,08 mm² pour 1 mM et 0,49 ± 0,03 mm² pour 5 mM) (Figure 71b). En revanche, l’invasion cellulaire 

des sphéroïdes diminue de 20-25% en réponse aux nanoparticules, et ceci de manière dose-

indépendante (1 mM et 5 mM) (Figure 71c).  
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Figure 71.Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur l'invasivité des cellules U251 selon un 
test d'invasion 3D. Des sphéroïdes U251 (~ 450 ± 70 µm de diamètre) ont été exposés à des 
nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 1- ou 5-mM pendant 24 h. Après l'élimination des nanoparticules, les 
sphéroïdes ont été ensemencés dans des plaques de culture à 6 puits (un sphéroïde par puits) et chacun 
a été inclus dans un mélange de Matrigel®, milieu de culture complet enrichi en acide hyaluronique. (A) 
En utilisant le logiciel ImageJ, la zone totale d'invasion (délimitation manuelle jaune) et la zone centrale 
(délimitation blanche) ont été déterminées 4 jours après l'ensemencement pour chaque sphéroïde, 
permettant de calculer la "surface d'invasion" (1 pixel = 10,58 µm). (B) Des images représentatives de 
l'invasion pour des sphéroïdes non traités ou traités par Au@DTDTPA(Gd) ont montré des zones 
d'invasion collective (flèches blanches) et individuelle (flèche noire). (C) Les histogrammes représentent 
la croissance du noyau (mm²) et la surface d'invasion (mm²) pour les sphéroïdes non traités ou traités 
au Au@DTDTPA(Gd). Les résultats sont présentés en moyenne ± SD (n ≥ 11 sphéroïdes pour au moins 
n ≥ 3 expériences indépendantes). **p < 0,01 selon le test U de Mann-Whitney. 
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Figure 70. Localisation des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) dans les cellules U251. (A-D) Pour 
préciser la distribution subcellulaire des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd), des expériences de 
microscopie confocale et STED ont été réalisées en utilisant des Au@DTDTPA(Gd) marqués à la 
cyanine3 (fluorescence verte) et des marqueurs de compartiments particuliers (fluorescence rouge) : Les 
anticorps marqués avec STAR RED étaient dirigés contre (A) EEA1 pour les endosomes, (B) calnexin 
pour le réticulum endoplasmique rugueux, (C) vinculine pour les complexes d'adhésion focale et (D) 
CoxIV pour les mitochondries. Panneau de gauche : vue confocale d'une cellule fixe (barre d'échelle 5 
µm). Une région délimitée par un rectangle blanc en pointillés a été agrandie pour l'analyse confocale 
(panneau du milieu) ou STED (panneau de droite) (barre d'échelle 2 µm). (E) Intensité maximale de 
l'image dans les sections XY, XZ et YZ à travers les noyaux de U251 après exposition à 
Au@DTDTPA(Gd)-Cy3 (1 mM). La section XY montre une tranche à travers le noyau d'une seule cellule 
U251 ; la section XZ montre une coupe le long de la ligne jaune horizontale à travers le noyau ; la section 
YZ montre une coupe le long de la ligne jaune verticale. La ligne pointillée blanche délimite le noyau de 
la cellule. Le signal de fluorescence vert correspond à Au@DTDTPA(Gd) : seules les nanoparticules qui 
traversent la coupe donnée sont visibles. Le profil d'intensité du vert indique une forte accumulation des 
nanoparticules à la périphérie du noyau ainsi que leur présence dans une moindre mesure dans le noyau. 
(F) Sur la base du test d'exclusion au bleu Trypan et du compteur cellulaire automatisé TC20™, les 
cellules viables ont été déterminées dans des cultures cellulaires témoins (Ctrl) ou 24 h après exposition 
aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) (1 mM ou 5 mM). Les résultats sont présentés sous forme de 
moyenne ± écart-type (n ≥ 4). 
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Nos observations sont concordantes avec une étude préalable montrant que les nanoparticules à base 

d’or étaient non seulement capables d’altérer le processus d’invasion in vitro sur des cellules 

cancéreuses mammaires, mais encore de réduire la dissémination métastatique in vivo, chez des souris 

porteuses de xénogreffes MDA-MB231 orthotopiques. Les auteurs ont en effet montré une diminution 

de 75% du nombre de nodules métastatiques développés au niveau des poumons, douze semaines 

après injection des cellules cancéreuses mammaires pré-exposées 24h à des nanobâtonnets d’or (Zhou 

et al. 2014).  

Concernant les cellules de GBM douées d’une très grande plasticité, l’infiltration dans la MEC résulte 

d’une part, du remodelage de la MEC et d’autre part, de leurs capacités à se mouvoir. C’est pourquoi, 

nous avons évalué les capacités protéolytiques des cellules ainsi que leur motilité post-traitement.  

2.1.2.2.2 Evaluation de l’activité protéolytique des cellules U251 exposées aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd)  

L’activité protéolytique des cellules de GBM pour la dégradation de la MEC passe par plusieurs 

enzymes dont les plus étudiées sont les MMP2, MMP9 (sécrétée) et MMP14 (transmembranaire). Des 

publications qui se sont intéressées à l’altération des capacités invasives des nanoparticules 

métalliques ou à base d’oxydes métalliques ont montré que l’expression en ARNm et l’activité 

protéolytique des MMP pouvaient être corrélées à une perte des capacités invasives des cellules 

cancéreuses. Nous avons alors évalué l’activité de la MMP2 sécrétée en zymographie et l’expression 

protéique de la MMP14 active par Western Blot après exposition des cellules U251 aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) pendant 24h (après avoir démontré l’expression en ARNm de MMP2 et MMP14 par 

RT-qPCR). Nous avons constaté que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) n’affectaient ni l’activité 

enzymatique de la MMP2 ni l’expression membranaire de la MMP14 active dans les cellules U251 

(figure 72). 

MT1-MMP (50 kDa)

GAPDH (37 kDa)

Ctrl AuNP

U251 2D U251 3D

Ctrl AuNPCtrl AuNP

75 kDa

50 kDa
50 kDa

75 kDa

Pro-MMP2
Pro-MMP2

A. B.

C.

(A and B) Analysis of MMP-2 activity by gelatin zymography for U251 cells. Metalloproteases were

extracted from the supernatant of (a) monolayer cultures (b) spheroids cultures of U251 cells exposed or

not to 5 mM Au@DTDTPA(Gd). Representative photos of 3 independent experiments are presented.

Whatever the conditions considered, only pro-MMP-2 was detected, suggesting the lack of activation of

MMP-2. (C) Analysis of MT1-MMP expression by western-blot for U251 cells. From monolayer cells

culture, MT1-MMP were extracted after surface cells biotinylation. Housekeepping protein used to

normalized MT1-MMP results is GAPDH (n = 3 independent experiments)

Supporting Information SI2: Matrix metalloproteinase proteolytic activity

Figure 72. Analyse de l’activité et de l’expression des protéases matricielles sécrétées 
par les cellules de GBM traitées aux Au@DTDTPA(Gd). (A et B) Analyse de l'activité de 
MMP2 par zymographie pour les cellules 251 sur les surnageants de cultures monocouches 
(A) et de cultures sphéroïdes (B) exposées ou non à 5 mM de Au@DTDTPA(Gd). Des 
photos représentatives de trois expériences indépendantes sont présentées. (C) Analyse 
de l'expression de MMP14 (ou MT1-MMP) par Western-Blot pour les cellules U251. La 
protéine de référence utilisée pour normaliser les résultats est la GAPDH (n = 3 expériences 
indépendantes). 
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Si de nombreuses études corrèlent la perte des capacités invasives avec une inhibition de l’activité 

enzymatique des protéases, certaines recherches ont démontré que l’action des nanoparticules à base 

de métaux étaient variables sur les systèmes protéolytiques des cellules cancéreuses et saines. Shin 

et al. ont démontré que les nanoparticules hétérométalliques or et platine diminuent l’activité MMP2 et 

MMP9 des cellules de cancer du rein EJ mais pas HUC, suggérant que les effets pourraient être lignée-

dépendante (Shin et al. 2018).  

2.1.2.2.3 Evaluation de la motilité des cellules U251 après exposition aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 

La motilité des cellules de GBM est complexe, incluant des phases de migration individuelle où quelques 

cellules périphériques se détachent de la masse tumorale centrale pour créer de nouvelles voies de 

passage, et de migration collective où les cellules de GBM migrent en cluster, c’est-à-dire en maintenant 

des jonctions intercellulaires (Friedl et al. 2012). L’évaluation de la migration des cellules U251 post-

traitement par le test usuel de migration, le test de blessure, n’est pas suffisant car il ne permet d’évaluer 

que la migration collective (figure 73a et b). Nous avons donc couplé ce test avec des analyses de 

suivis vidéomicroscopiques de la migration individuelle des cellules U251 exposées ou non aux 

nanoparticules pendant 24h (figure 73, c, d et e).  

La majorité des études ont montré que la motilité des cellules cancéreuses exposées aux nanoparticules 

d’or était négativement impactée. Parmi ces études rapportant une action anti-migratoire, cinq d’entre 

elles ont rapporté une diminution de la migration collective (évaluée par test de blessure) (Tan et Onur, 

2018) et cinq d’entre elles ont rapporté une diminution de la migration individuelle (évaluée par test en 

chambre transwell) (Huai et al. 2019). 

Le test de blessure que nous avons réalisé a montré que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 

diminuent la motilité cellulaire de 50% après 16h de migration. En parallèle, les suivis en 

vidéomicroscopie réalisés sur les cellules individualisées exposées ou non aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) ont démontré que les nanoparticules diminuaient la vélocité des cellules traitées 

d’environ 40%, la distance cumulée d’environ 40% ainsi que la distance euclidienne (la longueur du 

segment reliant deux points) d’environ 40% après 24h de suivi de migration.  

La migration individuelle et la migration collective nécessitent le remodelage du cytosquelette, 

l’adhérence des cellules au support matriciel et une grande capacité à se déformer pour accompagner 

le mouvement et s’adapter aux contraintes physiques. Potentiellement, chacune de ces différentes 

étapes pourrait être la cible des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) : c’est pourquoi, nous avons mis en 

place différentes approches expérimentales pour comprendre comment les nanoparticules interfèraient 

dans le processus de motilité.  
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2.1.2.3 Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur la morphologie et les propriétés biomécaniques des 

cellules U251 

2.1.2.3.1 Evaluation de la rigidité cellulaire et de la topographie de la cellule post-traitement 

La régulation de l’élasticité de la membrane plasmique par les cellules migratrices est une des clés de 

la mise en mouvement des cellules. La migration/rigidité de la cellule contribue à la migration, à 

différents niveaux tels que l’avancée du front de migration et la rétraction du pôle arrière de la cellule 

(Hetmanski et al. 2019). La microscopie de force atomique (AFM) permet d’évaluer la rigidité 

membranaire des cellules et d’obtenir des informations topographiques (Luo et al. 2016). La 

quantification de la rigidité cellulaire sous la forme du module d’Young ainsi que l’obtention 

d’informations sur les structures de la cellule permettent de discriminer les effets d’un traitement sur la 

cellule par rapport à l’état basal.  
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Figure 73.  Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur la migration collective 
et individuelle des cellules U251. (A et B) La migration collective des cellules de gliome 
U251 a été évaluée en utilisant des tests de cicatrisation. Dès que les nanoparticules ont 
été retirées, une rayure a été faite dans la monocouche confluente de cellules U251 et (A) 
des photographies (grossissement X40) ont été capturées immédiatement et 16 h après la 
rayure. Les images représentatives montrent le remplissage de l'espace dans les 
conditions de contrôle (Ctrl) ou après 24 h d'exposition aux nanoparticules 
Au@DTDTPA(Gd) 5 mM. (B) Le plugin "MRI wound healing assay tool" du logiciel ImageJ 
a été utilisé pour mesurer la surface de la brèche à 0 h et 16 h, et calculer les taux de 
cicatrisation tels que représentés sur les histogrammes. Les résultats sont présentés sous 
forme de moyenne ± SD (n = 8 expériences indépendantes). (C-E) La migration individuelle 
a été suivie par vidéomicroscopie. Après avoir été ensemencées sur des lamelles 
recouvertes de fibronectine, 48 cellules non traitées ou traitées aux nanoparticules ont été 
suivies individuellement pendant 24 h par vidéomicroscopie (objectif de grossissement 
X20, utilisant un Zeiss Axio Observer). Les histogrammes représentent (C) la distance 
cumulée (D) la distance euclidienne (E) et la vélocité. Les résultats sont présentés sous 
forme de moyenne ± SD. **p < 0,01 et ****p < 0,0001 selon le test U de Mann-Whitney. 
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Les analyses AFM ont permis de mettre en évidence que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 

mutlipliait par 3 le module d’Young, traduisant une augmentation de la rigidité membranaire de cellules 

U251 exposées aux nanoparticules (figure 74a). De plus, les analyses AFM ont permis de mettre en 

évidence une diminution du nombre de protrusions cellulaires d’environ 50% lorsque les cellules U251 

sont exposées aux nanoparticules par rapport aux cellules U251 non traitées (figure 74b).  

Nos résultats sont concordants avec ceux de Vieira et al. rapportant que des nanosphères d’or étaient 

capables de réduire la migration individuelle de fibroblastes, et ceci était corrélée à une diminution du 

nombre de protrusions détectés en microcopie de fluorescence. Les travaux de Vieira et al. avaient 

également montré que leurs nanoparticules d’or altéraient l’organisation globale du cytosquelette 

d’actine des fibroblastes (Vieira et al. 2017). Ceci nous a amené à nous demander si les nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) modifiaient l’organisation du cytosquelette d’actine des cellules U251.  

2.1.2.3.2 Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur l’architecture du cytosquelette d’actine et les 

protrusions cellulaires 

Au cours de la migration, les filaments d’actine s’organisent en domaines subcellulaires distincts, dont 

les protrusions de la membrane plasmique permettant les intéractions cellule-MEC telles que les points 

focaux. Ces derniers servent de sites d'ancrage pour de longs prolongements épais d’actine-F, les fibres 

de stress, assurant la contractilité de la cellule (Schaks et al. 2019). Nous avons voulu savoir si les 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) modifiaient l’architecture du cytosquelette d’actine, notamment au 

niveau des protrusions des cellules U251 traitées. Les observations en microscopie confocale de 

fluorescence ont mis en évidence une nette différence dans le marquage de l'actine entre les cellules 

non traitées et les cellules Au@DTDTPA(Gd). Alors que seul le cortex d'actine est visible dans les 

cellules témoins, les cellules exposées aux Au@DTDTPA(Gd) présentent des fibres de stress bien 

marquées et une actine corticale plus épaisses. Au niveau des protrusions cellulaires, l’actine-F apparaît 

également plus concentrée dans les cellules traitées par rapport aux cellules témoins (figure 74c).  

Pour comprendre si ces modifications du cytosquelette d’actine affectent l’adhésion cellulaire, nous 

avons analysé les forces de tractions déployées par les cellules pour s’accrocher à un support par 

microscopie de force de traction (TFM). En parallèle, nous avons réalisé un test d’adhésion usuel afin 

d’obtenir des informations sur l’adhérence globale précoce des cellules (analyse des forces de traction 

(3h) et test d’adhésion à 15min, 30min et 60min). Nous avons constaté une augmentation des forces 

d’accroche des cellules U251 exposées aux nanoparticules d’environ 25% par rapport aux cellules non 

Figure 74. Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur la biomécanique et la morphologie cellulaire 
des cellules U251. (A-B) Des mesures AFM ont été réalisées pour évaluer la densité de surface des protubérances 
et les propriétés mécaniques des cellules (caractérisées par le module de Young) des cellules U251 traitées ou non 
avec Au@DTDTPA(Gd). Un minimum de 50 cellules pour chaque condition a été analysé. (A) Le module d'Young 
et (B) le nombre de protubérances par 100 µm² ont été reportés sur des histogrammes. (C) Images z-stack 
représentatives du cytosquelette de F-actine (Alexa Fluor™ 488 Phalloidine) obtenues par microscopie confocale. 
(D-E) Effet des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur l'expression membranaire de l'intégrine Beta 1. (D) Des 
extraits cellulaires ont été préparés à partir de cellules U251 biotinylées traitées ou non par des nanoparticules 
Au@DTDTPA(Gd) 5 mM. L'expression de l'intégrine Beta 1 localisée à la surface des cellules a été analysée par 
SDS-PAGE à 10% suivi d'un western blotting. (E) L'expression de l'intégrine Beta 1 a été quantifiée par 
densitométrie et les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes et exprimés en moyenne ± SD 
par rapport au contrôle (100%). (F) Effet des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur l'expression de Talin-1 (taille 
réelle). Des extraits cellulaires ont été préparés à partir de cellules U251 traitées ou non par des nanoparticules 
Au@DTDTPA(Gd) 5 mM. L'expression de Talin-1 a été analysée par SDS-PAGE à 10% suivi d'un western blot. 
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traitées (figure 75a et b) ainsi qu’une augmentation de l’adhérence précoce des cellules U251 

exposées aux nanoparticules dès 15min d’adhérence (facteur trois) (figure 75c, d et e).  
Figure 5
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Les adhésions au niveau des protrusions passent par la fixation des intégrines aux molécules de la 

MEC. Cette liaison induit le recrutement des fibres de stress d'actine aux domaines intracellulaires des 

intégrines. La fixation des fibres de stress est un processus qui est facilité par une série de protéines 

cytoplasmiques interagissant entre elles dont la taline fait partie (Ziegler et al. 2008). Nous avons 

quantifié l’expression protéique membranaire de la sous-unité β1 des intégrines (figure 74d et e) et de 

l’expression protéique de la taline-1 par Western Blot sur les cellules témoins et exposées aux 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) (figure 74f). Nous avons montré que les cellules U251 exposées 

pendant 24h aux nanoparticules expriment plus fortement la sous-unité β1 des intégrines (environ deux 

fois plus) et la taline-1 que les cellules U251 non traitées.  

Nos résultats obtenus ne sont pas en adéquation aux résultats des études sur l’effet des nanoparticules 

métalliques sur la migration. Karuppaiya et al. et (nanoparticules d’or, 14 nm, sarcome) et Wu et al. 

(nanobatônnets d’or, 25 nm long et 6 nm large, cancer col de l’utérus) ont observé une diminution de la 

migration associée à une diminution du nombre de fibres d’actine-F (fibres de stress et diminution de 

leur diamètre dans le cas de Wu et al.) (Karuppaiya et al. 2013, Wu et al. 2018).  Wang et al. (Oxyde 

de zinc, 10 et 30 nm, cancer du sein) et Song et al. (gadolinium, <100 nm, glioblastome) ont tous les 

deux observé une diminution de la migration en test de blessure associée à une diminution de l’adhésion 

cellulaire après 15 minutes (Song et al. 2010, Wang et al. 2017). Enfin, Ibrahim et al. (oxyde de titane, 

40 nm, os) ont rapporté une augmentation de la migration et de la vélocité des cellules en test de 

blessure associée à une augmentation de l’exrpession protéique de la vinculine, une autre protéine 

adaptatrice des fibres de stress, et une diminution de la phosphorylation Y397 FAK, une protéine 

majeure des plaques d’adhérence, par Western Blot (Ibrahim et al. 2018).  

Prises ensemble, et comparées à nos résultats, ces données indiqueraient que les variations de la 

migration par les nanoparticules métalliques seraient nanoparticules-dépendantes, ayant des 

conséquences variables sur l’architecture du cytosquelette d’actine, l’adhésion et sur l’expression des 

protéines adaptatrices du cytosquelette d’actine. 

2.1.2.4 Conclusions principales de l’étude 

Pris ensemble, nos résultats ont démontré que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) possèdent des 

propriétés anti-invasives sur les cellules U251 de GBM, qui sont associées à une inhibition de la motilité 

cellulaire à la fois individuelle et collective. La perte de la migration serait dûe à une perturbation de la 

rigidité cellulaire, une diminution du nombre de protrusions cellulaires et un renforcement du 

Figure 75. Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur les forces de traction et l'adhésion. (A) 
Instantanés représentatifs de l'analyse TFM de cellules uniques avec la force représentée en magnitude des 
cellules témoins (à gauche) et des cellules traitées par les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) (à droite) superposés 
avec la segmentation cellulaire utilisée pour l'intégration de la force. (B) Rapport de force (en pN/µm2) 
correspondant à l'intégration des valeurs de force sur la surface obtenue par la segmentation des cellules U251 
non traitées et traitées aux nanoparticules et normalisée par la valeur de surface. (C et D) Après 24 h d'exposition 
aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 5 mM, les cellules U251 ont été exposées au Hoechst 33342 au 1/1000 
pendant 15 minutes. Ensuite, les cellules ont été trypsinées et placées sur des plaques 48 puits recouvertes de (C) 
fibronectine ou (D) d'acide hyaluronique pendant 15, 30 et 60 minutes. Les intensités de fluorescence (λexc/λem : 
350/461nm pour le Hoechst 33342) ont été enregistrées. Les histogrammes représentent le pourcentage de 
cellules ayant adhéré après 15, 30 et 60 minutes. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± SD (n = 
7 expériences indépendantes). *p < 0,05 et **p < 0,01 selon le test U de Mann-Whitney. (E) Des images 
représentatives des cellules attachées sur la surface recouverte de fibronectine au point temporel 15 min ont été 
capturées pour les cellules U251 traitées ou non par les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 5 mM (F-actine- vert, 
noyau - bleu). 
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cytosquelette d’actine-F au niveau des protrusions. Ces évènements seraient associés à un 

renforcement précoce de l’adhésion et une augmentation de l’expression protéique des protéines 

adaptatrices du cytosquelette et de l’adhésion.  

 

2.1.3 Perspectives liées au travail 

2.1.3.1 Etude des interactions des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) avec le cytosquelette d’actine 

2.1.3.1.1 Contexte de la question scientifique  

A ce jour, la majorité des résultats publiés dans la littérature suggèrent que les nanoparticules 

inorganiques provoquent une modification de l’architecture globale du cytosquelette des cellules qui les 

incorporent (Kashani et Packirisami et al. 2021). Nos nanoparticules ont également un impact sur 

l’architecture du cytosquelette des cellules U251 mais nous n’en connaissons pas la cause.  

Des approches en microscopie confocale de fluorescence sur cellules et en microscopie FLIM (Time-

correlated single photon counting fluorescence lifetime imaging microscopy) sur les cellules 

cancéreuses Hela ont permis de démontrer que des nanofeuillets à base de carbone étaient capables 

de se lier à l’actine-F mais pas à l’actine-G (Holt et al. 2012). Wei et al. se sont également intéressés à 

l’interaction des nanoparticules d’argent de 30 nm avec les fibres d’actine-F isolées de cardiomyocites 

(Wen et al. 2013). Des études expérimentales et des simulations informatiques ont démontré que des 

nanoparticules d’argent chargées positivement présentaient une affinité plus forte pour des protéines 

chargées négativement. Les imageries hyperspectrales des fibres d’actine-F isolées des 

cardiomyocytes combinées à des analyses en TEM (microscopie électronique à transmission) et en 

spectroscopie UV-Vis ont permis de mettre en évidence que les nanoparticules d’argent formaient une 

couche sur l’actine-F (Wen et al. 2013).  

Wen et al. ont également observé que les nanoparticules d’argent (potentiel Zéta = -42 mV) sont 

capables de se lier à l’actine-F isolée. Dans la littérature, il a été observé que la surface de l’actine-F 

possède une topographie hétérogène, avec une distribution hétérogène de charges électriques et la 

fixation de protéines adaptatrices (Angelini et al. 2006). Des interactions électrostatiques ou 

nanoparticules/protéines d’autres natures pourraient être possibles. De manière intéressante, les 

auteurs ont constaté que ces intéractions nanoparticules/actine entraînent une modification des 

structures secondaires de l’actine, avec une diminution de la proportion d’hélices alpha et une hausse 

de la proportion de feuillets bêta (Wen et al. 2013). Cette donnée est d’autant plus intéressante que les 

filaments du cytosquelette des prolongements cellulaires sont organisées sous forme d’hélices alpha  

(Lee et Dominguez, 2010).  

A l’image des nanoparticules d’argent de Wen et al., une interaction de nos nanoparticules 

(potentiel Zéta = -25 mV) avec l’actine-F ne serait pas à exclure. Il serait alors intéressant de 

comprendre si les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) interagissent avec l’actine-F et en modifient 

la conformation.  



 

144 
 

2.1.3.2  Démarche expérimentale envisagée 

Dans un premier temps, l’extraction de l’actine-F, à l’aide de kits commerciaux, des cellules U251 ayant 

préalablement adhéré permet d’obtenir une actine-F dont l’architecture se rapproche de celle que nous 

avons étudiée (fibres de stress, émission des protrusions, etc) (Choi et al. 2014). Le but serait d’incuber 

les filaments d’actine isolés avec les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) pour en étudier l’affinité. Pour 

cela, la mesure du spectre d’absorption de l’actine-F, à l’aide d’un spectromètre UV-Vis, avant et après 

fixation des nanoparticules permettrait d’obtenir cette information (Wen et al. 2013).  

La Cryo-microscopie électronique (Cryo-TEM), est une technique de microscopie électronique qui 

permet d’effectuer des études structurales de complexes macromoléculaires sur des échantillons 

biologiques de faible épaisseur maintenus à très basse température (congélation à -185°C). Elle pourrait 

aider à mettre en évidence, si elle existe, l’interaction directe entre les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 

et l’actine-F (Weber et al. 2019). 

La spectroscopie par dichroïsme circulaire se base sur les transitions optiques observées en fonction 

de l’agencement des groupements amides des polypeptides (Greenfield et al. 2006). Cette méthode de 

spectroscopie pourrait permettre d’étudier les interactions Au@DTDTPA(Gd)/actine-F, notamment 

l’impact des nanoparticules sur la structure secondaire de l’actine-F et ses changements de 

conformation (hélice alpha, par exemple).  

2.1.3.3 Etude des effets des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur le blocage des ions calcium 

2.1.3.3.1 Contexte scientifique 

Les effets anti-migratoires et anti-invasifs de nos nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur les cellules 

U251 pourraient s’expliquer par une perturbation de la signalisation cellulaire dépendante des ions 

calcium. En effet, dans les cellules de GBM, les ions calcium sont impliqués à différents niveaux de la 

cellule, permettant la contraction des fibres de stress de l’actine (co-facteur de la myosine II), l’ouverture 

de canaux chlorures et potassiques pour les modifications du volume hydrodynamique des cellules 

migratrices et l’activation de protéines de la signalisation de la migration/invasion comme PKC (Tsai et 

al. 2015 et Leclerc et al. 2016).  

Particulièrement, les cellules sont liées à la MEC au niveau des points d'adhésion focale par des 

complexes structuraux reliant les intégrines de la membrane au cytosquelette. La capacité migratoire 

de la cellule est fonction de la vitesse d'assemblage et de désassemblage des adhésions focales. Les 

ions Ca2+ favorisent l'association de FAK avec le complexe d'adhésion focale et augmentent la 

résidence de la FAK à ces sites par le biais d'une régulation dépendante de la phosphorylation de la 

protéine kinase II Ca2+/calmoduline (CaMKII) (Maklad et al. 2019).  

Nos nanoparticules possèdent deux tiers de molécules DTDTPA de leur enveloppe organique qui 

restent libres et qui sont capables de se lier à des ions divalents comme les ions calciums. Ainsi, notre 

hypothèse est que nos nanoparticules pourraient piéger une partie des ions calcium intracellulaires, ce 

qui pourraient avoir des conséquences sur les processus de l’invasion dépendante des ions calcium 

intracellulaires.  
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2.1.3.3.2 Démarche expérimentale envisagée 

Pour étudier la relation entre les caractéristiques physicochimiques des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) et le flux de Ca2+, plusieurs étapes expérimentales sont nécessaires.  

Dans une première étape, il faut évaluer la complexation des ions calcium dans l'enveloppe organique 

et du remplacement éventuel des ions gadolinium par des ions calcium. Dans un premier temps, la 

capacité du chélateur DTDTPA à fixer les ions calcium nécessite d’être évaluée avec des nanoparticules 

sans ions gadolinium dans l'enveloppe organique. Les quantités de calcium immobilisées dans 

l'enveloppe organique peuvent être déduites du titrage par analyse ICP-AES du filtrat après ultrafiltration 

des colloïdes. Dans un deuxième temps, des expériences de transmétallation peuvent être réalisées 

avec les nanoparticules marquées avec des ions de gadolinium pour évaluer la fixation des ions 

calciums mais aussi la libération indésirable des ions gadolinium et des ions calcium libres. Cette 

donnée peut être obtenue par titrage colorimétrique (avec de l'orange de xylénol) et par analyse ICP-

AES du filtrat après ultrafiltration des colloïdes.  

Dans une deuxième étape, il faut quantifier les flux calciques intracellulaires après internalisation des 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) dans les cellules de GBM. Les effets de l'enveloppe organique des 

nanoparticules sur la mobilisation intracellulaire du calcium peuvent être analysés à l’aide de kits de 

dosage du calcium FLIPR®. 
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3 PARTIE III : INTERET THERAPEUTIQUE DE L’ASSOCIATION DES 

AU@DTDTPA(GD) ET DE LA RADIOTHERAPIE SUR LES CELLULES U87 

3.1.1 Effets radiosensibilisants des Au@DTDTPA(Gd) sur la lignée U87 

Stéphane Roux et al. développent des nanoparticules inorganiques originales Au@DTDTPA(Gd) pour 

la radiothérapie guidée par l’image. Alors que des résultats intéressants avaient été obtenus in vivo 

avec la MRT permettant une irradiation à très haut débit de dose, notre groupe s’est attaché à évaluer 

le potentiel de ces nanoparticules avec une irradiation X conventionnelle. Les travaux au laboratoire 

conduits par Héna Paquot et al. ont eu pour objectif d’évaluer le potentiel radiosensibilisant des 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd)  sur les cellules U87. A partir d’essais clonogéniques (figure 70), ils 

ont démontré que la fraction de survie des cellules U87 exposées 24h à 5 mM des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) et irradiées à 2 Gy et 10 Gy induit une diminution de la fraction de survie de 9% et 

de 14% respectivement par rapport aux cellules U87 irradiées seules 14 jours post-irradiation (figure 

76).  

 

Choi et al. ont récapitulé plus d’une dizaine d’études sur le pouvoir radiosensibilisant des nanoparticules 

métalliques sur les cellules de GBM, dont l’or (Choi et al. 2020). Par exemple, Joh et al. ont synthétisé 

des nanoparticules d'or et de PEG (23 nm de diamètre) et ont montré que les cellules GBM humaines 

traitées par radiothérapie et par leur nanoparticules d'or présentent un niveau de dommages à l'ADN 

1,7 fois plus élevé que les cellules traitées par radiothérapie seule (Joh et al. 2013). Ceci serait 

concordant avec nos résultats sur la diminution de la survie des cellules U87 suite à notre traitement 

combiné.   

Le ratio de la survie des cellules irradiées (Dose Modifying Factor), en présence ou non des 

nanoparticules est de 0,44, ce qui signifie que les nanoparticules engendrent un effet radiopotentialisant. 

Ces résultats sont cohérents avec des tests réalisés au laboratoire sur des nanoparticules d’or et PEG 

commerciales de 5 nm de diamètre (-11% de survie à 2 Gy et -15% à 10 Gy 14 jours post-irradiation 

par rapport à une irradiation seules pour une Dose Modifying Factor de 0,39) (Paquot et al. 2016). De 

Figure 76. Effets des nanoparticules 
Au@DTDTPA(Gd) sur la survie des cellules U87 
irradiées. La radiosensibilité des cellules U87 aux 
nanoparticules a été évaluée par essai clonogénique 
pendant 14 jours, pour des cellules exposées 24h à 5 mM 
de nanoparticules et irradiées à 2, 4, 6, 8 ou 10 Gy. 
Seules les colonies cellulaires ayant un diamètre 
supérieur à 50 µm sont comptabilisées. Chaque 
expérimentation est réalisée en triplicatas (n > 5). Chaque 
point des courbes de survie sont représentatifs de la 
moyenne des données. Les barres d’erreur sont 
représentatives de l’écart-type.  
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manière intéressante, les résultats sont plus marqués pour les nanoparticules commerciales de 5 nm 

par rapport à celles de 20 nm et de 50 nm testées, laissant suggérer un impact de la taille des 

nanoparticules d’or sur leur effet radiosensibilisant. Dans les travaux que nous avons publié sur les 

cellules U251 et les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) (Durand et al. 2021), nous avons constaté que 

nos nanoparticules, dont le diamètre hydrodynamique est de 8,2 nm, se localisaient préférentiellement 

dans le cytoplasme de manière diffuse et au niveau périnucléaire. Les nanoparticules d’or de 5 nm ont 

également une distribution similaire dans les cellules U87 tandis que les nanoparticules de 20 nm 

présentent une colocalisation au niveau des lysosomes (Paquot, 2019). Dans la littérature, il a été 

rapporté qu’une distribution des nanoparticules au niveau des lysosomes pouvaient induire l’autophagie 

entre autres (Stern et al. 2012), ce qui pourrait expliquer des effets radiopotentialisants différents liés à 

la distribution des nanoparticules.    

Conformément à nos observations précédentes (cf partie 1), plusieurs travaux in vitro ont décrit une 

augmentation des capacités invasives des cellules de GBM après irradiation X monodose, et ce, quelle 

que soit la dose d’irradiation utilisée (Wank et al. 2018). En revanche, il n’existe pas, à notre 

connaissance, d’étude s’intéressant aux effets de l’association "nanoparticules inorganiques + rayons 

X" sur l’invasion des cellules de GBM. Sachant que nos nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) présentent 

une activité anti-migratoire sur la lignée de GBM U251 cultivée en 2D, il nous semblait pertinent 

d’évaluer l’impact du traitement combiné "nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) + radiothérapie par 

photons X monodose" sur l’invasion des cellules U87 en utilisant comme précédemment, des tests de 

bourgeonnement à partir de sphéroides U87. Dans notre analyse, nous avons pris en compte 

l’ensemble de la dynamique de l’extension du sphéroïde comme précédemment décrit (Blacher et al. 

2014) et nous avons mesuré, en plus de la surface d’invasion, la distance parcourue par les cellules 

dans la MEC ainsi que la surface du cœur du sphéroïde, qui reflète sa croissance.  

Les sphéroïdes U87 témoins présentent une surface d’invasion moyenne de 3,47 mm² ± 0,37 mm² 

(Figure 77a) et une distance d’invasion moyenne de 759 µm ± 194 µm (figure 77b). Lorsque les 

sphéroïdes sont exposées aux nanoparticules seules Au@DTDTPA(Gd) à 5 mM pendant 24 heures, la 

surface d’invasion ainsi que la distance d’invasion restent identiques. En revanche, la surface d’invasion 

et la distance d’invasion des sphéroïdes irradiés à 2 Gy, 5 Gy et 10 Gy augmente d’environ 30% (4,42 

mm² à 4,88 mm² et 984 à 1027 µm) par rapport aux témoins. Lorsque l’on combine nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd) et irradiation à 2 Gy, la surface d’invasion et la distance d’invasion des sphéroides 

restent identiques à celles mesurées pour une irradiation à 2 Gy seule. En revanche, les traitements 

combinés incluant Au@DTDTPA(Gd) et une irradiation à 5 ou 10 Gy, réduisent la surface d’invasion et 

la distance d’invasion par rapport à la radiothérapie monodose 5 Gy (3,2 mm² et 745 µm) et 10 Gy (3,06 

mm² et 740 µm) et permettent de revenir à des niveaux d’invasion similaires à ceux mesurés pour les 

sphéroïdes non traités.   

Les quantifications de la surface de la masse centrale après traitement (nanoparticules seules, 

irradiation seule et traitement combiné) ont mis en évidence une absence de modification de la taille 

des sphéroïdes par rapport au contrôle  (figure 77c).  
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3.1.1.1 Radiothérapie fractionnée associée aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) : impact sur l’invasion des 

sphéroïdes U87 

D’après des travaux récents, le fractionnement de la radiothérapie semble affecter la physiopathologie 

des cellules cancéreuses, notamment leur capacité migratoire mais les résultats des études sont 

contradictoires. Ainsi, la radiothérapie fractionnée (16 Gy, huit fractions de 2 Gy) augmente la migration 

et l’invasion de cellules de cancers des poumons, par rapport à une irradiation 16 Gy monodose in vitro 

(Zhang et al. 2018). A l’inverse, pour des tumeurs gliales issues de patients et soumises à une irradiation 

fractionnée par fraction de 2 Gy, Gliemroth et al. ont observé une diminution de la migration des cellules 

de GBM : l’inhibition de la migration et de l’invasion était d’autant plus importante que la dose cumulée 

de rayonnements augmentait (diminution de la migration à 10 Gy (2 Gy par fractionnement)  d’environ 

50% avec une inhibition quasiment totale de la migration atteinte à 40 Gy (2 Gy par fraction) (Gliemroth 

et al. 2003).  

Par homologie, nous nous sommes interrogés sur le fractionnement de l’irradiation lorsque l’on 

appliquait notre stratégie thérapeutique associant nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) et radiothérapie 

par photons X. En conservant une dose d’irradiation totale constante de 10 Gy, nous avons comparé 

les effets du traitement combiné Au@DTDTPA(Gd)/radiothérapie sur les capacités invasives des 

cellules U87 pour différents schémas d’irradiation, à savoir une irradiation fractionnée conventionnelle 

(CRT 5 x 2 Gy), un schéma hypofractionné (HRT 2 x 5 Gy) et un schéma monodose de 10 Gy (10RT). 

Pour ce faire, nous avons réalisé des tests de bourgeonnement sur des sphéroïdes U87 pré-traités aux 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) pendant 24h et les irradiations avaient lieu à J8, J9, J10, J11 J12 

pour le schéma CRT 5 x 2 Gy, à J8 et J11 pour le schéma HRT 2 x 5 Gy et à J8 pour le schéma 10RT. 

Les sphéroïdes étaient inclus dans la matrice pour le test de bourgeonnement à J13.  

Dans ces conditions expérimentales, la surface d’invasion (figure 78a) et la distance d’invasion (figure 

78b) des sphéroïdes U87 témoins atteignaient respectivement 2,28 ± 0,87 mm² et 536 ± 198 µm. 

L’exposition des sphéroides U87 aux nanoparticules n’a pas d’impact sur la surface d’invasion et la 

Figure 77. Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) et de la radiothérapie sur les capacités invasives 
des cellules de sphéroïdes U87. Après retrait des nanoparticules, les sphéroïdes sont irradiés à des doses de 2, 
5 et 10Gy. Les sphéroïdes sont ensemencés dans un mélange de Matrigel® et de milieu de culture complet à une 
proportion 1:1 (v/v) enrichi en acide hyaluronique à 100 μg/mL, 24 heures post-irradiation. La surface d’invasion 
(a), la distance d’invasion (b), la surface de la masse centrale (c) sont mesurées pour chaque sphéroïde à l’aide 
d’image J. Les données sont exploitées de manière indépendante (n ≥ 14 sphéroïdes pour n ≥ 3 expérimentations). 
Les données sont représentées sous la forme d’histogrammes représentatifs de la moyenne de chaque sphéroïde. 
Les hachures correspondent à l’exposition aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd). Les barres d’erreurs 
représentent les écart-types. ** p < 0,01, *** < 0,001, **** < 0,0001 
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distance d’invasion. En revanche, nous avons constaté qu’après radiothérapie, quel que soit le protocole 

d’irradiation considéré, les surfaces d’invasion et les distances d’invasion tendaient à augmenter (les 

surfaces d’invasion atteignaient 2,42 à 2,62 mm²) par rapport aux sphéroïdes témoins. L’augmentation 

de la distance d’invasion devenait statistiquement significative pour CRT 5 x 2 Gy, 800 ± 183 µm, p < 

0,001, soit une augmentation de 30% par rapport au témoin). Lorsque les protocoles d’irradiation HRT 

2 x 5 Gy et 10RT étaient associés aux Au@DTDTPA(Gd), nous avons observé une diminution 

statistiquement significative de la surface d’invasion de 25% et de 45% respectivement par rapport aux 

protocoles d’irradiation correspondants sans nanoparticule. De manière intéressante, les traitements 

combinés "Au@DTDTPA(Gd) + HRT" et "Au@DTDTPA(Gd) + 10RT" diminuent significativement la 

surface d’invasion de 30% et 40% respectivement par rapport aux sphéroïdes Ctrl (figure 78c). De 

même, la distance de migration pour les traitements combinés est significativement diminuée par 

rapport à l’irrdiation seule correspondante.  

La surface de la masse centrale des sphéroïdes U87 non traités est de 1,1 ± 0,2 mm². Lorsque les 

sphéroïdes U87 sont exposés aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd), nous observons une 

augmentation de la taille de la masse centrale de 35% (1,47 ± 0,27 mm²) par rapport aux sphéroïdes 

non traités.  McEvoy et al. ont mis en évidence in vitro sur des sphéroïdes de cellules de cancer du sein 

que la modulation des jonctions cellulaires contribuait à l’écartement des cellules et avait un impact 

indirect sur la taille de la masse centrale (McEvoy et al. 2020). Une hypothèse possible à nos résultats 

serait que les nanoparticules agissent sur les jonctions cellulaires, ce qui induirait des variations de 

volume des sphéroïdes traités.    

Les protocoles d’irradiation n’induisent pas de modification de la surface de la masse centrale. 

L’association des nanoparticules au protocole d’irradiation CRT induit une augmentation de 25% de la 

taille de la masse centrale par rapport aux sphéroïdes irradiés uniquement (+ 0,21 mm²), les autres 

Figure 78. Impact des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) et du fractionnement de la radiothérapie sur 

l’invasion des sphéroïdes U87. Après retrait des nanoparticules, les sphéroïdes sont irradiés à des doses de 5 x 

2Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. Les sphéroïdes sont ensemencés dans un mélange de Matrigel® et de milieu 

de culture complet à une proportion 1:1 (v/v) enrichi en acide hyaluronique à 100 μg/mL, 24 heures post-irradiation. 

La surface d’invasion (a), la distance d’invasion (b) et la surface de la masse centrale (c) sont mesurées pour 

chaque sphéroïde à l’aide d’image J. Les hachures correspondent à l’exposition aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd). Les gradations de bleu représentent les différents protocoles d’irradiation (du plus grand 

fractionnement au plus petit fractionnement). Les données sont exploitées de manière indépendante (n ≥ 14 

sphéroïdes pour n ≥ 3 expérimentations). Les données sont représentées sous la forme d’histogrammes 

représentatifs de la moyenne de chaque sphéroïde. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types. * p < 0,05, 

** p < 0,01, *** < 0,001, **** < 0,0001. 
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protocoles d’irradiation associés aux nanoparticules tendent à augmenter la surface de la masse 

centrale par rapport à l’irradiation seule correspondante (+0,12 à 0,15 mm²).   

3.1.1.2 Impact des traitements sur les cellules invasives U87 échappées des sphéroïdes traités  

Pour appréhender la dynamique d’invasion post-traitement, nous avons réalisé des suivis par vidéo-

microscopie de fluorescence confocale des tests de bourgeonnement (tels que réalisés précédemment) 

pendant 4 jours. L’invasion des sphéroïdes non traités est diffuse, avec un grossissement régulier du 

cœur du sphéroïde. Quelques cellules se détachent du sphéroïde et envahissent la MEC et semblent 

entraîner dans leur sillage d’autres cellules, ce qui résulte in fine en un important réseau de cellules 

connectées les unes par rapport aux autres et reliées à la masse centrale.  

Concernant les sphéroïdes irradiées avec les protocoles CRT, HRT et 10RT, le nombre de cellules 

progressant dans la MEC semblait moins important, mais la taille des cellules semblait augmentée. A 

la fin du suivi (point final), les cellules infiltrantes formaient également un réseau interconnecté. 

Cependant, dans ces groupes, nous avons observé que quelques cellules isolées progressaient plus 

loin dans la MEC par rapport au groupe CTRL. Dans le groupe « nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) » 

le suivi a révélé que la progression des cellules échappées n’était pas modifiée mais ces cellules avaient 

tendance à s’arrondir par rapport au contrôle. Les traitements combinés CRT, HRT et 10RT / 

Au@DTDTPA(Gd), quant à eux, semblaient diminuer la progression des cellules périphériques, affecter 

la formation du réseau de cellules interconnectées visible au point final et entraîner un arrondissement 

des cellules (figure 79).   

Figure 79. Suivi de l’invasion des sphéroïdes U87 exposés aux nanoparticules et aux protocoles de 
radiothérapie par vidéomicroscopie de fluorescence. Après retrait des nanoparticules, les sphéroïdes 
sont irradiés à des doses de 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. Les sphéroïdes sont ensemencés 
dans un mélange de Matrigel® et de milieu de culture complet à une proportion 1:1 (v/v) enrichi en acide 
hyaluronique à 100 μg/mL, 24 heures post-irradiation. Le suivi en temps réel de l’invasion des sphéroïdes 
U87 ont été réalisés à l’aide d’un microscope confocal, dans une atmosphère à 5% de CO2, à 37°C pendant 
quatre jours. Des points tous les quatre heures ont été pris en photo. Les photos ci-jointes sont des photos 
représentatives de l’invasion à 96h, modifiées par Image J pour afficher des fausses couleurs pour aider à 
l’analyse. Les données issues de 3 expérimentations indépendantes  
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3.1.1.3 Etude ex vivo et in vivo de l’infiltration tumorale et évaluation de l’effet des traitements  

Le test de bourgeonnement nous a permis d’étudier le phénomène d’invasion in vitro, en ajoutant 

plusieurs paramètres par rapport aux tests 2D classiques (test en chambre de Boyden, test de blessure) 

et sur cellules individuelles. Cependant, ce test présente certaines limites notamment l’absence de la 

récapitulation du microenvironnement cellulaire cérébral (Hernandez et al. 2009). Etant donné le rôle 

prépondérant que jouent les communications intercellulaires (directes via les jonctions ou indirectes via 

les chimiokines) entre les cellules cancéreuses et les cellules saines (Placone et al. 2015 et Akins et al. 

2017), il nous semblait extrêmement important de prendre en compte dans notre travail le 

microenvironnement cellulaire. 

C’est pourquoi, nous avons choisi d’étudier les effets de nos traitements sur deux modèles 

complémentaires (ex vivo et in vivo) permettant de récapituler l’ensemble du microenvironnement 

cérébral tout en nous assurant un bon contrôle des paramètres expérimentaux. Nous avons opté pour 

un modèle de culture organotypique (modèle ex vivo) qui consiste à implanter, dans une coupe de 

cerveau de souris, un sphéroïde pré-traité ou non (dans notre cas, des sphéroïdes U87-GFP exposés 

ou non aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) pendant 24h à 5 mM et/ou irradiés à 10 Gy monodose in 

vitro). Cette approche expérimentale a permis de suivre pendant neuf jours la progression tumorale 

globale (c’est-à-dire la croissance du cœur du sphéroide U87 ainsi que l’extension de la zone infiltrante) 

dans un environnement cérébral, grâce à l’observation de la fluorescence émise par GFP  en 

microscopie de fluorescence (Eisemann et al. 2018). En parallèle, nous avons également choisi de 

suivre par microscopie intravitale, à travers une fenêtre crânienne, la progression des sphéroides U87-

GFP implantés dans le cortex de souris (modèle in vivo) selon la méthode décrite précédemment par 

Ricard et al. (Ricard et al. 2014). L’avantage de ce modèle in vivo est d’autoriser un monitoring pendant 

plusieurs semaines, voire plusieurs mois et de prendre en considération les répercussions de la 

progression tumorale sur la survie des animaux.   

L’étude sur le modèle ex vivo a été conduite par Alicia Chateau (CRAN UMR 7039, Assistante-

ingénieure) et l’étude sur le modèle in vivo par Justine Jubréaux (CRAN UMR 7039, Assistante-

ingénieure) qui s’est appuyée sur les travaux antérieurs menés au laboratoire (post-doctorat de Aurélie 

Reinhard-Ruch et thèse de Héna Paquot (Paquot, 2019)).  

La figure 80 présente les images de microscopie de fluorescence obtenues pour le suivi des sphéroides 

U87-GFP implantés dans des coupes de cerveaux de souris (modèle ex vivo). Neuf jours après 

implantation des sphéroïdes Ctrl, nous avons observé une forte croissance de la masse centrale des 

sphéroïdes associée à une zone d’infiltration bien marquée et diffuse. Lorsque les sphéroïdes sont 

exposées aux nanoparticules pendant 24 heures avant implantation, la croissance du cœur des 

sphéroïdes ne semble pas impactée par le traitement aux Au@DTDTPA(Gd). La zone d’invasion 

cellulaire reste très visible mais moins diffuse. L’irradiation à 10 Gy inhibe la croissance de la masse 

centrale et réduit la surface d’invasion cellulaire par rapport aux sphéroïdes Ctrl mais les sphéroïdes 

irradiés donnent tout de même naissance à une infiltration diffuse non négligeable. L’association de la 

radiothérapie 10 Gy monodose aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) a permis non seulement d’inhiber 
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la croissance de la masse centrale mais également de fortement empêcher l’invasion cellulaire 

périphérique (figure 80). 

De la même manière, des sphéroides traités in vitro ont été implantés dans le cortex de souris nude et 

suivis in vivo par microscopie intravitale à travers les fenêtres crâniennes (Figure 81). Pour les 

sphéroïdes U87-GFP CTRL, nos observations ont révélé une forte croissance de la masse tumorale 

mais la zone d’infiltration était très peu visible. La croissance tumorale rapide aboutissait au décès 

précoce des animaux (en médiane 27 jours). Les résultats obtenus avec les sphéroïdes exposés aux 

nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) seules sont très similaires, à savoir une croissance rapide de la 

masse centrale et peu ou pas d’infiltration visible, conduisant à une survie des souris inférieure à 30 

jours. Lorsque les sphéroïdes étaient irradiés à 10 Gy avant implantation dans le cortex, la masse 

centrale diminuait au cour du temps, attestant d’un effet antitumoral de l’irradiation. Mais des réseaux 

de cellules infiltrantes se formaient progressivement et devenaient clairement identifiables à partir de 

J22 . Dans ce groupe, les souris survivaient en médiane 75 jours après la greffe. En revanche, lorsque 

les sphéroïdes étaient exposés aux nanoparticules puis irradiés à 10 Gy avant d’être introduit dans le 

cerveau des souris, la masse centrale diminuait progressivement jusqu’à disparaître au 70ème jour de 

suivi, et plus aucun signal de fluorescence n’était observé, suggérant que les cellules tumorales avaient 

Figure 80. Impact de l'association des Au@DTDTPA(Gd) et de 
l'irradiation à 10 Gy sur les capacités infiltrantes des cellules U87 en 
culture organotypique. Les sphéroïdes U87 pré-traités ou non à 5mM de 
nanoparticules pendant 24h puis irradiés ou non à 10 Gy sont déposés à la 
surface de coupes de cerveau murin. Le suivi de l’infiltration par 
microscopie confocale de fluorescence a été réalisé pendant un mois. 
L’expérimentation a été réalisée au moins sur trois coupes de cerveau 
différentes.  

Ctrl 10 Gy 

J0 

J2 

J5 

J9 

Au@DTDTPA(Gd) 

 10 Gy + 
Au@DTDTPA(Gd) 
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totalement été éradiquées. La survie des souris était dans ce groupe prolongée jusqu’à 135 jours, ce 

qui correspondait à la fin de l’étude (figure 81).   

En recoupant les résultats obtenus avec les 3 modèles d’études (in vitro, ex vivo et in vivo), nous 

aboutissons aux conclusions suivantes : 

• Les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) délivrées seules, même si elles semblent provoquer 

quelques modifications notamment de la zone infiltrante dans nos modèles in vitro et ex vivo, 

ne permettent pas d’agir sur la progression tumorale globale dans notre modèle de 

Figure 81. Suivi de l’infiltration des sphéroïdes U87 exposés aux nanoparticules et irradiés in vivo. Les 
sphéroïdes U87 pré-traités ou non à 5mM de nanoparticules pendant 24h puis irradiés ou non à 10 Gy sont 
déposés à la surface du cortex du cerveau de souris nude après incision d’une partie du crâne. Le suivi de 
l’infiltration des sphéroïdes à la surface du cortex est réalisé à l’aide d’un macroscope de fluorescence jusqu’à 
133 jours. L’expérimentation a été réalisé au moins sur trois souris différentes. 

J5 

J13 

J21 

J52 

J32 

Ctrl Au@DTDTPA(Gd)   10 Gy 
10 Gy + 
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glioblastome. Ces résultats corroborent les observations de Kim et al. qui n’ont pas montré in 

vivo d’effet antitumoral pour des nanoparticules d’or (10,6 nm de diamètre) sur des tumeurs 

sous-cutanées CT26 chez la souris (Kim et al. 2012). Mais ces résultats sont contradictoires 

avec ceux de Arvizo et al. : en effet, ces auteurs ont travaillé sur des modèles de cancers 

ovariens greffés chez la souris et ont rapporté un effet antitumoral pour des nanoparticules d’or 

de 20 nm, qui réduisaient la croissance tumorale et la formation de métastases (Arvizo et al. 

2013). 

• A la dose totale de 10 Gy, la radiothérapie fractionnée entraîne une régression significative de 

la masse tumorale centrale mais ne permet pas de contrôler l’infiltration tumorale qui persiste 

de façon importante.  

• L’association de nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) avec la radiothérapie par photons X 

présente un intérêt majeur non seulement pour limiter la croissance tumorale mais encore pour 

réduire l’infiltration des cellules tumorales dans le parenchyme cérébral voisin. En effet, tous 

nos résultats, quel que soit le modèle ou le schéma d’irradiation considéré, montrent un effet 

inhibiteur fort des traitements combinés “Au@DTDTPA(Gd) + irradiation” sur l’invasion et 

l’infiltration tumorale. Ces résultats sont très prometteurs car ils fournissent des arguments 

supplémentaires et complémentaires aux nombreux travaux antérieurs affirmant l’intérêt 

thérapeutique des stratégies associant les nanoparticules d’or à la radiothérapie (Shrestha et 

al. 2016). A notre connaissance, il n’existe pas d’étude focalisé sur la zone infiltrante. 

Néanmoins, nos résultats sont concordants avec les effets anti-migratoires décrits dans l’étude 

Shahhoseini et al : ces auteurs ont en effet observé que la radiothérapie associée aux 

nanoparticules d’or entraînait une forte inhibition de la migration des cellules cancéreuses de la 

prostate et des poumons (Shahhoseini et al. 2019).  

 

3.1.2 Caractérisation morphologiques et fonctionnelles in vitro des effets de l’association de 

la radiothérapie aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sur les cellules échappées de 

GBM U87 

3.1.2.1 Mise en place du modèle cellulaire et premières observations morphologiques post-traitement 

Les cellules de GBM qui envahissent la MEC possèdent des propriétés particulières, exerçant une 

activité protéolytique locale et ayant un comportement particulier (leader cells, cellules suiveuses, etc). 

Certaines populations cellulaires chez le GBM, appelées cellules initiatrices, sont capables d’initier la 

formation d’une tumeur et sont dotées de fortes capacités invasives et d’une grande résistance aux 

traitements conventionnels (Rivera et al. 2013 et Vollmann-Zwerenz et al. 2020) 

Dans cette partie, nous nous intéressons uniquement aux cellules qui s’échappent des sphéroïdes U87 

au cours du traitement, le but étant d’étudier les mécanismes d’actions de nos traitements sur des 

cellules au caractère infiltrant à l’échelle cellulaire. Pour cela, les sphéroïdes sont exposés pendant 24h 

aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) à une concentration de 5 mM. Les sphéroïdes sont ensuite 

irradiés ou non selon les protocoles CRT 2 Gy x 5, HRT 5 Gy x 2 et 10RT 10 Gy. Après la première 

irradiation, les cellules commencent déjà à s’échapper des sphéroïdes, par conséquent les sphéroïdes 
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et les cellules échappées subissent l’ensemble des irradiations simultanément. A la fin des irradiations, 

les sphéroïdes sont retirés et les cellules sont laissés 3 jours afin de leur permettre de récupérer un 

nombre suffisant de cellules.  

Les cellules échappées n’ayant reçu aucun traitement sont capables de former des amas de cellules et 

mettent en place des prolongements intercellulaires similaires à ceux observés lors de nos tests 

d’invasion et lors de la culture 2D des cellules U87. Lorsque les cellules ont été exposées aux différents 

protocoles d’irradiation, plusieurs modifications notables sont apparues. Premièrement, les cellules 

ayant migré à partir des sphéroïdes irradiés semblent moins nombreuses que dans le groupe CTRL, 

certaines cellules présentent une plus grande taille et ont tendance à s’étaler. Parmi les nombreux 

prolongements intercellulaires formés, certains sont très longs, atteignant des dimensions bien 

supérieures aux prolongements observés pour les cellules CTRL (plus de 100 µm jusqu’à 500 µm). De 

plus, les cellules échappées après irradiation semblent encore capables de former des amas, en 

particulier pour le protocole HRT et 10RT (figure 82a et 82b), même si celles-ci sont moins nombreuses. 

Lorsque les sphéroïdes U87 sont exposés aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) seules, le nombre de 

cellules échappées semble également diminué par rapport au groupe CRTL et elles semblent former 

Figure 82. Observation des cellules échappées des sphéroïdes exposés aux 
nanoparticules et irradiés. Les sphéroïdes U87 sont exposés aux nanoparticules 
Au@DTDTPA(Gd) à 5 mM pendant 24h. Les sphéroïdes sont ensuite irradiés à des doses de 
5 x 2Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. Les sphéroïdes sont ensuite retirés et les cellules 
migrant depuis les sphéroïdes prolifèrent pendant trois jours. Des photographies sont prises à 
l’aide d’un microscope optique au grossissement x40 (a) et x100 (b). 
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moins de sphères. Parallèlement, le nombre de prolongements intercellulaires formés semble plus faible 

et nous avons noté un arrondissement de certaines cellules. Dans les groupes associant les 

nanoparticules et radiothérapie, quel que soit le schéma d’irradiation, les effets inhibiteurs des 

traitements semblent exacerbés, puisque peu de prolongements intercellulaires et peu de sphères sont 

visibles et les cellules échappées peu nombreuses sont plutôt arrondies (figure 82a et 82b). Ces 

observations ont été résumées dans le tableau 5.  

Sambale et al. se sont intéressés à la structure de sphéroïdes NIH-3T3 (lignée de fibroblastes) et A549 

(lignée de cancer pulmonaire) exposés aux nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO) et dioxyde de titane 

(TiO2).  Ils ont observé que les sphéroïdes NIH-3T3 présentaient une structure plus compacte que les 

témoins après exposions aux nanoparticules ZnO alors que les sphéroides A549 formaient des agrégats 

plus lâches que les CTRL après exposition aux mêmes nanoparticules. L’exposition aux nanoparticules 

TiO2 en revanche générait de multiples agrégats de plus petite taille pour les deux lignées étudiées 

(Sambale et al. 2015). Ces résultats,  mis en parallèle de nos propres observations, suggèrent que 

l’exposition de sphéroides aux nanoparticules inorganiques provoque une altération de la structure 

cellulaire tridimensionnelle et donc de l’intégrité des sphéroïdes, en réduisant ou en augmentant la 

cohésion entre les cellules tumorales, et ce dépendamment de nature des nanoparticules étudiées.  

3.1.2.2 Numération et mesure de la viabilité des cellules échappées post-traitement 

Afin de confirmer nos observations précédentes en microscopie optique, nous avons récupéré les 

cellules invasives afin d’en réaliser une numération et déterminer l’impact des traitements sur la quantité 

de cellules échappées. Pour les comptages cellulaires, nous avons réalisé une discrimination des 

cellules viables et non viables par coloration au bleu de Trypan, ce qui nous a permis de déterminer à 

la fois le nombre total de cellules échappées et le pourcentage de viabilité associé.  

La quantité de cellules invasives récupérées est d’environ 160000 ± 30000 (figure 83a). Lorsque les 

sphéroïdes sont exposés 24h aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd), le nombre de cellules échappées 

diminue de 40000 (soit une diminution de 25%, p < 0,05). Les différents protocoles d’irradiation 

diminuent aussi le nombre de cellules échappées, mais le fractionnement réduit l’intensité de l’effet 

inhibiteur (-40000 pour le protocole CRT à -90000 cellules échappées pour le protocole 10RT, p < 0,05 

à p < 0,01). Le traitement combiné Au@DTDTPA(Gd) + RT réduit systématiquement le nombre de 

cellules échappées par rapport aux protocoles d’irradiation seuls (-30000 à -40000 cellules échappées). 

Les mesures de la viabilité cellulaire ont en revanche souligné que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 

n’induisent pas de cytotoxicité directe sur les cellules échappant des sphéroïdes traités (CTRL 80 ± 

4,3% vs Au@DTDTPA(Gd) 73% ± 5,6% de cellules viables) (figure 83b). De manière intéressante, la 

viabilité des cellules échappées des sphéroides traités par radiothérapie est diminuée et l’effet 

cytotoxique dépend du protocole considéré (-8,4% CRT à -46,5% 10RT par rapport aux cellules 

échappées témoins). Sans surprise, l’irradiation monodose est la plus cytotoxique. Les traitements 

combinés « nanoparticules + radiothérapie » sont plus cytotoxiques sur les cellules échappées que les 

traitements par irradiation seule correspondants (environ -10% pour chacun des protocoles, 

statistiquement significativement pour les protocoles CRT et HRT).
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Tableau 5. Récapitulatif des principales observations sur les cellules échappées post-traitement. Après observations des cellules U87 migratrices 

échappés des sphéroïdes traités ou non (figure…), nous avons récapitulé les principales caractéristiques morphologiques observées à partir du regroupement 

de quatre images : la forme des cellules, la présence et une taille approximative des jonctions intercellulaires.

Condition Proportion cellules 

(mosaïcage 4 images) 

Forme cellules Jonctions intercellulaires 

CTRL ~ 70 cellules Allongées ou regroupées en amas Nombreux prolongements 

Majoritairement < ou = à 100µm. Relient les cellules entre elles 

Au@DTDTPA(Gd) ~ 40 cellules Arrondies, quelques-unes allongées Quelques prolongements < ou = 100µm. Relient la plupart des cellules entre 

elles 

5 x 2 Gy ~ 40 cellules Etalées Nombreuses jonctions intercellulaires > 100µm. 

5 x 2 Gy + Au@DTDTPA(Gd) Variable (40 < x < 20) Hétérogène (étalées, arrondies et allongées) Hétérogène, en fonction de la quantité de cellules. En fonction de la densité, 

connexions hétérogènes. 

2 x 5 Gy ~ 30 cellules Etalées Nombreuses jonctions intercellulaires > 100µm 

2 x 5 Gy + Au@DTDTPA(Gd) < 20 cellules Arrondies et etalées Peu de jonctions intercellulaires, < 100 µm 

10 Gy Variable (~ 30 cellules) Etalées, quelques-unes arrondies Nombreuses jonctions intercellulaires > 100 µm majoritairement 

10 Gy + Au@DTDTPA(Gd) < 20 cellules Arrondies et quelques-unes étalées Peu de jonctions intercellulaires, < 100 µm 
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In fine, comparativement aux sphéroides CTRL non traités, les associations « Au@DTDTPA(Gd) + RT »  

diminuent de deux à cinq fois le nombre de cellules échappées et seules 60 à 50% d’entre elles restent 

viables. Ainsi, ces résultats confirment l’intérêt de nos nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) qui 

réduisent significativement le nombre de cellules capables de s’échapper des sphéroides que 

ceux-ci soient ou non irradiés. De surcroit, elles amplifient fortement la mortalité cellulaire 

immédiate induite par les protocoles d’irradiation CRT 5 x 2 Gy et HRT 2 x 5 Gy. 

 

Ces résultats sont cohérents avec l’effet radiosensibilisant de nos nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) 

que nous avons rapporté sur les cultures monocouches U87 (section Partie 3, 1.1). Les travaux d’Héna 

Paquot menés au sein du laboratoire s’intéressaient aux différentes formes de mort cellulaire induites 

par l’association de l’irradiation X avec des nanoparticules d’or pégylées commerciales. Cette étude a 

permis de montrer que l’exposition des cellules U87 aux nanoparticules avant l’irradiation monodose à 

2 ou 10 Gy (72 et 96h post-irradiation) augmentait significativement le taux de catastrophes mitotiques 

induites (Paquot et al. 2019). La mort mitotique étant un mode de mort fréquemment rencontré dans les 

cellules de GBM  (Vitovcova et al. 2020), il nous a semblé intéressant d’évaluer son implication dans 

nos conditions expérimentales.  

3.1.3 Evaluation de l’association des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) et de la radiothérapie 

sur l’induction de catastrophes mitotiques chez les cellules échappées U87  

Après récupération par trypsination des cellules échappées 72h post-irradiation, celles-ci ont été fixées 

et colorées à l’éosine (cytoplasme en rose) et l’hématoxyline (noyau en violet). Des images des cellules 

ont été acquises en  microscopie optique afin de déterminer la proportion de cellules présentant plus de 

deux noyaux, c’est-à-dire considérées positives pour une catastrophe mitotique. Les cellules échappées 

Figure 83. Evaluation du nombre de cellules échappées et de la cytotoxicité directe 
des nanoparticules et de l’irradiation. Les sphéroïdes U87 sont exposés aux 
nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) à 5 mM pendant 24h. Les sphéroïdes sont ensuite 
irradiés à des doses de 5 x 2Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. Les sphéroïdes sont 
ensuite retirés et les cellules migrant depuis les sphéroïdes prolifèrent pendant trois jours. 
Les cellules échappées sont récupérées pour leur numération (a). La cytotoxicité directe a 
été déterminée par coloration au bleu Trypan. Les hachures correspondent à l’exposition 
aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd). Les gradations de bleu représentent les différents 
protocoles d’irradiation (du plus grand fractionnement au plus petit fractionnement). Les 
données sont exploitées de manière indépendante (n = 4 expérimentations). Les données 
sont représentées sous la forme d’histogrammes représentatifs de la moyenne de chaque 
comptage. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types. * p < 0,05, ** p < 0,01. 
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témoins présentent un taux de catastrophes mitotiques s’élevant à 7,5%. Les nanoparticules à elles 

seules doublent la proportion de cellules échappées en catastrophes mitotiques (p < 0,01) par rapport 

au groupe CTRL. Nous constatons que la radiothérapie, quel que soit le schéma d’irradiation considéré, 

augmentent la proportion de cellules échappées présentant des catastrophes mitotiques par rapport au 

groupe CTRL. L’augmentation semble dépendante du fractionnement (CRT 23,7%, HRT 31,9% et  

37,5% 10RT, p < 0,01). De même, les traitements combinés augmentent la proportion de cellules 

échappées présentant des catastrophes mitotiques par rapport à la radiothérapie seule (statistiquement 

significativement pour CRT/Au@DTDTPA(Gd) 33% et HRT/Au@DTDTPA(Gd) 38,2%) (figure 84).  

Ainsi nos nanoparticules contribuent à l’apparition de catastrophes mitotiques et renforcent l’apparition 

des catastrophes mitotiques radio-induites dans les cellules échappées de GBM. De manière 

intéressante, le traitement combiné HRT/Au@DTDTPA(Gd) atteint un pourcentage de catastrophes 

mitotiques similaire à celui pour l’irradiation 10 Gy, ce qui signifie que les nanoparticules permettent 

dans ce cas de figure de diminuer la dose délivrée par fraction pour les mêmes effets. De plus, si l’on 

met en relation nos résultats obtenus sur la viabilité cellulaire (par exemple pour le traitement combiné 

HRT/Au@DTDTPA(Gd), 57% de viabilité), il serait possible qu’une certaine proportion des cellules 

viables présentent des catastrophes et qu’une partie des cellules mortes l’aient été suite aux morts 

découlant des catastrophes mitotiques.   

3.1.4 Evaluation de l’association des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) et de la radiothérapie 

sur les capacités protéolytiques des cellules échappées.  

Pour pouvoir progresser, les tumeurs gliales de haut grade doivent se créer de l’espace en dégradant 

la MECc pour pouvoir infiltrer le parenchyme cérébral (Jabłońska-Trypuć et al. 2016).  

L’activité protéolytique impliquant les MMPs peut résulter soit des cellules tumorales situées à la 

périphérie du cœur de la tumeur permettant ainsi une extension de la masse centrale, soit des cellules 

échappées qui ont besoin de dégrader la matrice pour permettre leur propre migration à travers le 

parenchyme sain (Alieva et al. 2019). C’est pourquoi, notre analyse de l’activité protéolytique des MMPs, 

Figure 84. Evaluation de l’induction de catastrophes 
mitotiques dans les cellules échapppées issues de 
sphéroïdes U87 irradiés et exposés aux nanoparticules. Les 
sphéroïdes U87 sont exposés aux nanoparticules 
Au@DTDTPA(Gd) à 5 mM pendant 24h. Les sphéroïdes sont 
ensuite irradiés à des doses de 5 x 2Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur 
cinq jours. Les sphéroïdes sont ensuite retirés et les cellules 
migrant depuis les sphéroïdes prolifèrent pendant trois jours. Les 
cellules échappées sont récupérées pour la réalisation d’une 
coloration hématoxycilne et éosine pour observer les noyaux. 
Les lames sont prises en photo à l’aide d’un microscope optique 
au grossissement (x10) et les cellules présentant plus de deux 
noyaux sont discriminées à l’aide d’Image J. Les gradations de 
bleu représentent les différents protocoles d’irradiation (du plus 
grand fractionnement au plus petit fractionnement). Les données 
sont exploitées de manière indépendante (n = 5 
expérimentations). Les données sont représentées sous la forme 
d’histogrammes représentatifs de la moyenne de chaque 
comptage. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types. * 
p < 0,05, ** p < 0,01. 
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basée sur la zymographie, s’est concentrée d’une part, sur les surnageants des sphéroïdes considérés 

dans leur globalité, et d’autre part, sur les surnageants des cellules échappées.  

3.1.4.1 Analyse de la sécrétion et de l’activité protéolytique post-traitement du sphéroïde  

Les zymogrammes obtenus révèlent la présence de deux bandes majoritaires. La bande à 72 kDa est 

représentative de la pro-MMP2 car il s’agit du poids moléculaire de la protéine non clivée. Il existe 

cependant des formes partiellement actives qui expliquent la présence de la digestion de la gélatine. La 

bande à 62 kDa est représentative de la forme clivée de la pro-MMP2, elle représente la forme active 

qui digère activement la gélatine des gels de zymographies. Nous parlerons alors « MMP2 active ». La 

somme des bandes pro-MMP2 et MMP2 active sera appelée ici « sécrétion de la MMP2 ». Nous avons 

également constaté à 92 kDa une bande représentative de la pro-MMP9 dans les zymogrammes des 

cellules échappées. Cependant, du fait de son intensité proche de celle du bleu de Coomassie du gel, 

nous n’avons pas pu quantifier la MMP9 active.  

D’après les images des zymogrammes réalisés (figure 85a), les sphéroïdes U87 non traités secrètent 

fortement la MMP2. Quels que que soient les traitements réalisés sur les sphéroïdes U87, la sécrétion 

de la MMP2 semble stable par rapport aux sphéroïdes témoins (figure 85b).  

D’après les zymogrammes, les sphéroïdes CTRL présentent une forte sécrétion de MMP2 mais la forme 

MMP2 active reste relativement modérée. Les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) ne semblent pas 

modifier l’expression des deux formes. Lorsque les sphéroïdes sont irradiés, les différents protocoles 

d’irradiation tendent à augmenter l’activité MMP2 par rapport aux sphéroïdes Ctrl (facteur 2 à 4). 

L’association des nanoparticules à la radiothérapie provoquerait une atténuation de l’activité MMP2 par 

rapport aux protocoles d’irradiation correspondant (seulement pour CRT 5 x 2 Gy et HRT 2 x 5 Gy) 

(figure 85c).  

3.1.4.2 Analyse des capacités protéolytiques des cellules échappées post-traitement 

D’après les images des zymogrammes réalisés (figure 86a), les cellules échappées de sphéroïdes non 

traités secrètent fortement la MMP2. En revanche, les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) induisent une 

diminution significative de la sécrétion de la MMP2 par rapport aux cellules échappées témoins (-30% 

p < 0,05). Les protocoles d’irradiation ne modifient pas la sécrétion MMP2 des cellules échappées par 

rapport aux cellules échappées témoins. En revanche, les traitements combinés tendent à diminuer la 

sécrétion MMP2 par rapport à leur irradiation respective (entre -36, -37% et -28% respectivement pour 

CRT, HRT et 10RT, statistiquement non significatif) (figure 86b).  

Lorsque l’on s’intéresse aux bandes correspondant à l’activité MMP2, nous constatons une forte activité 

pour les cellules échappées témoins. Les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) diminuent l’activité MMP2 

(-63%, p < 0,05). L’irradiation ne semble pas modifier l’activité MMP2. Pour les traitements combinés, 

l’activité MMP2 apparaît systématiquement plus faible que pour l’irradiation seule correspondante (-

53%, -64% et -45% respectivement pour CRT, HRT et 10RT) (figure 86c).  
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Figure 85. Impact des Au@DTDTPA(Gd) et de la radiothérapie sur l’activité de 
MMP2 dans les surnageants des sphéroïdes U87. Les sphéroïdes ont été 
exposés aux nanoparticules pendant 24h puis irradiés à 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy. 
Les surnageants ont été récupérés 16h post-irradiation. Les protéines du surnageant 
ont été quantifiées. 12µg de protéines ont été déposés dans un gel de 
polyacrylamide à 1% de gélatine. Après digestion enzymatique, les gels ont été 
colorés au bleu de coomasie puis ont été photographiés (a). (b) Résultats de la 
zymographie de la sécrétion de MMP2 (c) Résultats de la zymographie de l’activité 
protéolytique MMP2. Les gradations de bleu représentent les différents protocoles 
d’irradiation (du plus grand fractionnement au plus petit fractionnement). Les 
données sont exploitées de manière indépendante (n = 3 expérimentations). Les 
données sont représentées sous la forme d’histogrammes représentatifs de la 
moyenne de zymographie. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types. 

Figure 86. Impact des Au@DTDTPA(Gd) et de la radiothérapie sur l’activité de 
MMP2 dans les surnageants des cellules échappées des sphéroïdes U87. Les 
sphéroïdes ont été exposés aux nanoparticules pendant 24h puis irradiés à 5 x 2 Gy, 
2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. Les sphéroïdes sont retirés puis les cellules 
échappées sont cultivées trois jours. Les surnageants ont été récupérés à la fin du 
troisième jour de prolifération. Les protéines du surnageant ont été quantifiées. 12µg 
de protéines ont été déposés dans un gel de polyacrylamide à 1% de gélatine. Après 
digestion enzymatique, les gels ont été colorés au bleu de coomasie puis ont été 
imagés (a). (b) Résultats de la zymographie de la sécrétion de MMP2 (c) Résultats 
de la zymographie de l’activité protéolytique MMP2. Les gradations de bleu 
représentent les différents protocoles d’irradiation (du plus grand fractionnement au 
plus petit fractionnement). Les données sont exploitées de manière indépendante (n 
= 4 expérimentations). Les données sont représentées sous la forme 
d’histogrammes représentatifs de la moyenne de zymographie. Les barres d’erreurs 
représentent les écarts-types. * p < 0,05 
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Ces expérimentations indiquent que nos traitements n’ont pas d’effet significatif sur les 

propriétés protéolytiques des sphéroïdes considérés considérés dans leur globalité. En 

revanche, les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) apportent un bénéfice intéressant en diminuant 

la sécrétion MMP2 et les capacités protéolytiques des cellules échappées et lorsqu’elles sont  

délivrées seules ou en association avec l’irradiation (protocoles CRT 5 x 2 Gy/Au@DTDTPA(Gd), 

HRT 2 x 5 Gy/Au@DTDTPA(Gd) et 10RT/Au@DTDTPA(Gd) . 

L’augmentation de la sécrétion et de l’activité des MMPs, notamment de MMP2 dans les cellules U87 

in vitro en 2D, a été rapportée plusieurs fois augmentée après irradiation X (Pei et al. 2015 et Mao et al. 

2018). Les effets rapportés étaient cependant dépendants de la dose d’irradiation. En effet, l’étude de 

Pei et al. a mis en évidence que l’irradiation X induit une augmentation de l’activité MMP2 des cellules 

U87 qui n’est marquée qu’à partir d’une dose de 6 Gy par rapport à une dose de 2 et 4 Gy (Pei et al. 

2015). L’étude de Mao et al. a montré que l’irradiation X induit une légère augmentation de la sécrétion 

de MMP2 à 2 et 5 Gy et de son activité uniquement à 5 Gy dans les cellules U87 (Mao et al. 2018).  

En comparaison avec nos données d’invasion 3D et sur notre modèle in vitro 2D/3D en zymographie, 

nous avons constaté que l’augmentation de l’invasion pour le protocole HRT 2 x 5 Gy est associée à 

une tendance à l’augmentation de l’activité MMP2 des cellules échappées, ce qui n’est pas le cas pour 

le protocole 10RT et CRT dont l’activité MMP2 présente une légère diminution.  Le protocole d’irradiation 

déployé pourrait alors expliquer les variations sur nos cellules et non la dose totale comme ce qui a été 

montré en culture 2D.  

De plus, au regard de nos résultats sur la cytotoxicité directe de nos traitements sur les cellules 

échappées, il n’est pas exclu que les variations de la sécrétion et de l’activité MMP2 soient dûes à la 

baisse de la viabilité cellulaire, en particulier pour les traitements combinés et l’irradiation à 10 Gy.  

3.1.5 Impact de nos traitements sur les jonctions intercellulaires des cellules échappées  

Si nous avons observé la mise en place des jonctions intercellulaires par les cellules échappées, nous 

n’en connaissons cependant pas la nature. Les travaux d’Osswald et al. avaient mis en évidence in vivo 

la présence de très longs et fins prolongements dans les cellules de GBM. La présence de ces 

prolongements était associée à une résistance aux thérapies conventionnelles, aussi bien la 

chimiothérapie, la chirurgie et la radiothérapie notamment par augmentation des capacités infiltrantes 

(Osswald et al. 2016 et Weil et al. 2017). Les auteurs ont caractérisé ces prolongements et ont constaté 

qu’ils étaient riches en actine-F et exprimaient des marqueurs spécifiques comme GAP-43 responsable 

de l’émergence des axones et Connexine-43 (Cx43) qui est une protéine des jonctions 

communicantes (Osswald et al. 2016). Ces prolongements, appelés tumor microtubes, permettraient 

des échanges en ions mais aussi en organites comme les mitochondries pour permettre aux cellules 

voisines de résister aux thérapies (Osswald et al. 2015).  

Au regard de ces données récentes de la littérature, nous nous sommes demandés si les prolongements 

que nous avons observés pouvaient être des microtubes tumoraux similaires à ceux décrits par Osswald 

et al. Nous avons donc réalisé des marquages des cellules échappées pour l’actine-F, GAP-43 et Cx43 

en immunocytofluorescence. Les marquages GAP43 ne semblaient pas spécifiques aux microtubes et 
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apparaissaient faibles et diffus au niveau cytoplasmique dans toutes les conditions expérimentales. Une 

mise au point expérimentale plus approfondie (test de différents lots d’anticorps, variations des 

protocoles expérimentaux) sera nécessaire pour une future mise au point de cette immunodétection. 

Nous nous sommes alors concentrés sur les résultats obtenus pour les marquages de l’actine-F et de 

la Cx43.  

Dans les cellules échappées de sphéroïdes CTRL, nous avons constaté que l’actine-F est fortement 

concentrée au niveau des protrusions cellulaires qui rappellent la formation de points focaux. Elle est 

également présente sous forme de longs filaments au niveau des jonctions intercellulaires. 

Parallèlement, le signal de la Cx43 y apparaît majoritairement diffus au niveau du cytoplasme avec 

quelques signaux punctiformes localisés au niveau de la base des prolongements ou au centre d’un 

prolongement intercellulaire (figure 87a et b).  

Lorsque les cellules échappées sont irradiées nous constatons que, peu importe le protocole 

d’irradiation, les cellules semblent de plus grande taille avec un cytosquelette d’actine-F bien marqué 

au niveau des protrusions et des longs prolongements cellulaires. Les cellules forment des jonctions 

intercellulaires plus longues, avec un diamètre qui semble augmenter par rapport au groupe témoin. Le 

signal de la Cx43 semble davantage marqué au niveau cytoplasmique et périnucléaire mais il est 

également très punctiforme punctiforme au niveau des jonctions intercellulaires (figure 87a et b).  

Lorsque nous observons les cellules échappées issues de sphéroïdes exposés aux nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd), nous constatons que les cellules s’arrondissent davantage, avec une augmentation 

de la taille pour certaines d’entre elles. Les cellules traitées forment également moins de jonctions 

intercellulaires par rapport aux cellules échappées témoins. De plus, le signal de la Cx43 est 

préférentiellement localisé au niveau cytoplasmique et périnucléaire (figure 87a et b).  

Lorsque les nanoparticules sont associées aux différents protocoles de radiothérapie, le nombre de 

cellules apparaît fortement diminué. Le cytosquelette d’actine-F semblerait moins bien défini par rapport 

aux cellules irradiées. De plus, les cellules traitées forment beaucoup moins de jonctions intercellulaires 

par rapport aux cellules échappées irradiées. Le signal de la Cx43 apparaît exclusivement marqué au 

niveau cytoplasmique et périnucléaire comparé aux signaux punctiformes détectés pour les cellules 

irradiées (figure 87a et b). 

Ainsi, ces observations nous indiquent que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) auraient un 

impact sur la formation de jonctions intercellulaires exprimant la Cx43 des cellules échappées et 

perturbent la morphologie des cellules. Cette perturbation est exacerbée lorsque les 

nanoparticules sont associées aux différents protocoles de radiothérapie CRT 5 x 2 Gy, HRT 2 x 

5 Gy et 10RT 10 Gy. Les traitements combinés inhibent l’induction de la formation des jonctions 

intercellulaires exprimant la Cx43 et de l’organisation du cytosquelette d’actine au sein de la 

cellulaire.  
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Figure 87a. Impact des Au@DTDTPA(Gd) et de 
l’irradiation sur les prolongements cellulaires 

des cellules échappées. Trois sphéroïdes 

ensemencés dans des puits de Labtek 8 puits ont 
été exposés aux nanoparticules pendant 24h puis 
irradiés à 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. 
Les sphéroïdes sont retirés puis les cellules 
échappées sont cultivées trois jours. Les cellules 

sont fixées au paraformaldéhyde 4% et sont 
marquées pour la connexine 43 (rouge, indiqué 
avec les flèches blanches), l’actine-F (vert) et les 
noyaux (bleu). Les lames ont été prises en photo à 
l’aide d’un microscope confocal de fluorescence au 
grossissement x20 (a) et des zooms des images 
ont été récupérées à l’aide d’Image J (b). Les 
photographies sont représentatives de trois 
expérimentations indépendantes.  
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Figure 87b. Impact des Au@DTDTPA(Gd) et de 
l’irradiation sur les prolongements cellulaires 

des cellules échappées. Trois sphéroïdes 

ensemencés dans des puits de Labtek 8 puits ont 
été exposés aux nanoparticules pendant 24h puis 
irradiés à 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. 
Les sphéroïdes sont retirés puis les cellules 
échappées sont cultivées trois jours. Les cellules 

sont fixées au paraformaldéhyde 4% et sont 
marquées pour la connexine 43 (rouge, indiqué 
avec les flèches blanches), l’actine-F (vert) et les 
noyaux (bleu). Les lames ont été prises en photo à 
l’aide d’un microscope confocal de fluorescence au 
grossissement x20 (a) et des zooms des images 
ont été récupérées à l’aide d’Image J (b). Les 
photographies sont représentatives de trois 
expérimentations indépendantes.  
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Lors de suivi en temps réel de comportements de cellules de GBM in vivo, Weil et al. ont égalemet 

constaté que les cellules irradiées formaient des jonctions intercellulaires similaires aux nôtres. Ils ont 

également mis en évidence l’expression de l’actine-F, de la Cx43 mais également de la protéine GAP43 

dans ces jonctions. L’ensemble de ces marqueurs sont caractéristiques des microtubes. La présence 

des microtubes entre les cellules irradiées serait associée à la radiorésistance avec une absence de 

cytotoxicité lorsque les cellules étaient connectées entre elles (Weil et al. 2017).  

Le statut de la Cx43 dans l’infiltration du GBM reste flou. Une méta-analyse a indiqué qu'un niveau 

d’expression de la Cx43 plus faible était associé à un plus mauvais pronostic chez les patients (Zhang 

et al. 2019), alors que d’autres publications ont montré que l’expression de la Cx43 entraînait une 

augmentation de la résistance aux thérapies conventionnelles via le transfert de mitochondries (Gielen 

et al. 2013). Aucune de nos observations ne semblent corréler à ces cas de figures, ce qui suggère que 

les effets de l’expression et de la localisation de la Cx43 serait lignée dépendante. De manière 

intéressante, Crespin et al. ont analysé en Western Blot et en immunohistofluorescence l’expression de 

la Cx43 dans différents grades de gliomes diffus. L’expression globale de la Cx43 était la plus marquée 

pour les grades II et III en Western Blot. Cependant, lorsque les immunohistofluorescences ont été 

réalisées au sein des tumeurs, les auteurs ont constaté une forte hétérogénéité de marquage positif 

dans les GBM, avec des expressions de surface, voire des expressions aberrantes cytoplasmiques, 

périnucléaires et nucléaires (Crespin et al. 2016). S’il n’est pas encore possible de corréler l’aggressivité 

des cellules avec la localisation exacte de la Cx43, il pourrait s’agir d’un élémént d’étude intéressant 

pour comprendre l’action de nos traitements sur la localisation de la Cx43.  

Osswald et al. ont également mis en évidence qu’entre les cellules de gliome reliés par des microtubes, 

des transferts d’IP3, d’ions calcium, des siRNA/miRNA, d’ATP, des acides aminés et du glutathion 

étaient possibles, tous étant des composés clés dans la migration et la survie des cellules (Osswald et 

al. 2015). Ces données de la littérature suggèrent que les cellules de GBM formant des microtubes 

s’adaptent métaboliquement à l’irradiation, ce qui pourrait expliquer le maintien de l’invasion diffuse 

dans nos résultats in vitro et in vivo.  

3.1.5.1 Perspective d’étude sur la caractérisation de la fonctionnalité des microtubes post-traitement 

Nous avons observé une relocalisation de la Cx43 au niveau cytoplasmique et périnucléaire post-

traitement et une perte des microtubes. Nous n’avons pas déterminé si les Cx43 encore présentes dans 

les jonctions intercellaires des cellules traitées sont encore fonctionnelles ou non. Nous nous 

demandons alors si les jonctions communicantes mises en place par les cellules échappées 

développant des microtubes permettent toujours des transferts de molécules après l’association des 

nanoparticules Au@DTDTA(Gd) et l’irradiation. Pour étudier la fonctionnalité des jonctions 

communicantes impliquant la Cx43, il serait possible de visualiser par la technique du Gap-FRAP 

(technique en microscopie de fluorescence) le transfert entre deux cellules jointes d’une molécule 

fluorescente telle que le Diacétate de 5(6)-carboxyfluorescéine (CFDA) ou acétoxyméthylester de 

calcéine (AM). Cette technique a déjà été mise en œuvre au laboratoire par Abbaci et al. (Abbaci et al. 

2007).  
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3.1.6 Caractérisation du potentiel « souche » des cellules échappées post-traitement 

Dans une récente étude menée par Linkous et al., les auteurs ont constaté que les cellules de GBM 

présentant des caractéristiques souches isolées de la région périvasculaire et remises en culture pour 

former des organoïdes sont capables de former des microtubes et présentaient une radiorésistance 

proche de la clinique (Linkous et al. 2021). De plus, Sheng et al. ont rapporté que les cellules  de GBM 

présentant des caractéristiques souches exprimaient la Cx43 et étaient un des facteurs de résistance 

aux traitements conventionnels (Sheng et al. 2021). Dans nos expérimentations, les cellules échappées 

des sphéroïdes U87 sont capables de reformer des amats 3D et expriment la Cx43. Nous nous sommes 

alors demandés si les cellules U87 migrant des sphéroïdes pouvaient présenter des caractéristiques 

souches, et nous avons tenté d’évaluer l’impact des traitements dans ce contexte. 

Les GBM sont composés de différentes sous-populations cellulaires très hétérogènes et parmi celles-

ci, les cellules initiatrices de glioblastome, bien que largement minoritaires, constituent une menace 

particulière car leurs caractéristiques souches font qu’elles contribuent activement à la progression 

tumorale (croissance et infiltration), à la résistance des GBM face aux traitements ainsi qu’à la survenue 

des récidives (Goffart et al. 2013, Lathia et al. 2015). 

En culture cellulaire in vitro, il est possible de mettre en culture les cellules échappées dans un milieu 

spécialement conçu pour la croissance des tumorosphères (milieu sans sérum et enrichi en facteurs de 

croissance adéquats : EGF, FGF par exemple), et de sélectionner ainsi uniquement les cellules 

capables de conduire à la formation de neurosphères en suspension (Zhang et al. 2020) (figure 88), ce 

qui suppose qu’elles possèdent un caractère souche.  

Après quatre jours de culture, nous avons dénombré à l’aide d’un compteur de colonies, les 

neurosphères formées en suspension dans le milieu à partir de 1.105 cellules échappées ensemencées, 

permettant ainsi de calculer la proportion de cellules présentant un potentiel souche parmi ces cellules. 

La mesure du diamètre des neurosphères formées a permis également d’évaluer l’impact de nos 

traitements sur la prolifération cellulaire au sein des sphères.  

Dans le groupe témoins, le nombre de sphères s’élève à 2230 ± 389 (figure 89a) et leur diamètre moyen 

était de 115 ± 3,7 µm (figure 89b). L’ajout des nanoparticules induit une tendance à la diminution du 

nombre de sphères formées (1444 ± 243, soit -35%), qui sont également de plus petites tailles (-18 µm, 

p < 0,05). Nous avons observé une diminution significative du nombre de sphères quand les cellules 

échappées avaient été préalablement irradiées avec le protocole HRT et 10RT (1551 et 1151 
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respectivement, p < 0,01). De plus, la taille des neurosphères diminue dès irradiation avec le protocole 

HRT et 10RT par rapport aux neurosphères non traitées (-17 et -19 µm respectivement, p < 0,01).  

Figure 89. Quantification du nombre et du diamètre des cellules initiatrices traitées et 
mise en culture en milieu neurosphère. Les sphéroïdes ont été exposés aux 
nanoparticules pendant 24h puis irradiés à 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10 Gy sur cinq jours. Les 
sphéroïdes sont retirés puis les cellules migratrices sont cultivées trois jours. Les cellules 
migratrices sont ensuite cultivées dans un milieu neurosphère pendant 4 jours afin de réaliser 
une sélection des cellules présentant un potentiel souche (cellules initiatrices). Les cellules 
iniatrices qui ont proliférées et formées des neurosphères sont colorées avec du MTT 
pendant 30min. Des prises de photos sont réalisées au GelCount.Le nombre (a) et le 
diamètre (b) des neurosphères ont été déterminés à l’aide du logiciel intégré au GelCount. 
Les gradations de bleu représentent les différents protocoles d’irradiation (du plus grand 
fractionnement au plus petit fractionnement). Les données sont exploitées de manière 
indépendante (n = 4 expérimentations). Les données sont représentées sous la forme 
d’histogrammes représentatifs de la moyenne de chaque comptage. Les barres d’erreurs 
représentent les écarts-types. * p < 0,05, ** p < 0,01. 

Figure 88. Observations des cellules initiatrices traitées et mise en culture en milieu neurosphère. 
Les sphéroïdes ont été exposés aux nanoparticules pendant 24h puis irradiés à 5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy et 10 
Gy sur cinq jours. Les sphéroïdes sont retirés puis les cellules échappées sont cultivées trois jours. Les 
cellules échappées sont ensuite cultivées dans un milieu neurosphère pendant 4 jours afin de réaliser 
une sélection des cellules présentant un potentiel souche (cellules initiatrices). Les cellules iniatrices qui 
ont proliférées et formées des neurosphères sont colorées avec du MTT pendant 30min. Des prises de 
photos sont réalisées au GelCount. Ces photographies sont représentatives de trois expérimentations 
indépendantes.  
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Le nombre de neurosphères diminue dès que l’irradiation est associée aux nanoparticules par rapport 

aux schémas d’irradiation seuls respectifs (CRT -507, HRT -887 et 10RT -429). Le diamètre des sphères 

formées est également réduit par rapport aux sphères issues de cellules échappées irradiées (entre -9 

et -22 µm).  

Ainsi, ces données nous indiquent que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) induiraient une 

diminution de la taille de sphères formées à partir des cellules échappées. Le traitement combiné 

induit systématiquement une diminution du nombre et de la taille des sphères. Particulièrement, 

le traitement HRT/Au@DTDTPA(Gd) diminue plus fortement le nombre et la taille des sphéroïdes 

que l’irradiation à 10 Gy. Au regard des données sur le dénombrement des cellules échappées, 

environ 1% des cellules échappées traitées avec le protocole HRT/Au@DTDTPA(Gd) présentent 

des capacités à développer des neurosphères contre 1,7% pour les cellules échappées irradiées 

à 10 Gy. Nos traitements combinés pourraient impacter ces populations présentant des 

caractéristiques souches et leur capacité à reformer des sphères.  

3.1.6.1 Perspective immédiate :  Caractérisation du caractère souche des cellules iniatrices post-traitement 

Les populations souches dans les cellules de gliomes sont caractérisées par le capacité à l’auto-

renouvellement et à former de nouvelles sphères tumorales. Ces conditions ne sont pas les seules 

caractérisant ces populations. En effet, l’expression de marqueurs souches embryonnaires qui 

permettent le maintien des capacités d’auto-renouvellement (Hattermann et al. 2016) signe également 

le caractère souche.  Les cellules initiatrices de GBM expriment certains de ces marqueurs  tels que 

CD133, SOX2, Nanog (Munthe et al. 2016) ou encore CD44, Nestin, CD15, Oct4 (Badhuri et al. 2020). 

Ainsi, nous voulons savoir si les cellules iniatrices migrant depuis des sphéroïdes exposés aux 

nanoparticules et irradiés expriment certains marqueurs de cellules souches, et si leur expression est 

en lien avec les résultats obtenus en culture neurosphère.. En collaboration avec le laboratoire MEDyC 

de l’université de Reims, nous avons préparé des échantillons de cellules échappées traitées ou non. 

L’expression des marqueurs souches précédemment énumérés sera analysée par RT-QPCR et/ou 

digital droplet PCR s’il est nécessaire d’augmenter la sensibilité de la PCR (Saxena et al. 2019). 



 

170 
 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION & 
PERSPECTIVES 

 



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

171 
 

 

1 CONCLUSION 
Les travaux de thèse menés ont permis de démontrer que les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sont 

capables de perturber les capacités biomécaniques des cellules de GBM mais présentent également 

un  intérêt thérapeutique en association avec la radiothérapie par photons X pour limiter les capacités 

invasives des cellules de GBM.   

Les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) n’entraînent pas de cytotoxicité directe sur la lignée infiltrante 

U251 mais diminuent significativement leurs capacités invasives in vitro lorsqu’elle est cultivée en 

sphéroïde. L’inhibition de l’invasion n’est pas associée à une diminution de l’activité protéolytique liée à 

l’expression MMP14 ou à l’activité MMP2, mais est associée à une diminution des capacités des cellules 

à se déplacer à la fois collectivement et individuellement. L’ensemble de la dynamique de la migration 

de la cellule exposée aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) est affectée, c’est-à-dire une baisse de sa 

vélocité et de la régularité de sa trajectoire. Ces résultats sont en cohérence avec les effets anti-

migratoires et anti-invasifs des nanoparticules d’or rapportés dans la littérature pour d’autres types de 

cellules cancéreuses (Shin et al. 2018 et Huai et al. 2019). Ceci est d’autant plus intéressant que les 

propriétés anti-invasives de nos nanoparticules pourraient présenter un intérêt pour d’autres 

problématiques en cancérologie notamment sur l’inhibition de la propagation des métastases, voire 

l’inhibition de leur génération (Gonçalves et al. 2021). De même, les perturbations de la migration et de 

l’invasion pourraient représenter une nouvelle piste thérapeutique pour le blocage de l’angiogenèse 

tumorale qui dépend de ces processus (Hardee et Zagzag, 2012).   

Les altérations de la motilité causées par les nanoparticles Au@DTDTPA(Gd) sont associées à des 

changements morphologiques marqués par une diminution du nombre de protrusions cellulaires, une 

augmentation du diamètre et du nombre de fibres de stress au niveau des protrusions, ainsi que d’une 

rigidification de la membrane plasmique. L’une de nos hypothèses est que nos nanoparticules 

pourraient se fixer directement à l’actine-F. In fine, ceci entraînerait une modification de la conformation 

de l’actine-F qui pourrait impacter directement la formation des fibres de stress et des protrusions (Holt 

et al. 2012, Wen et al. 2013). A l’heure actuelle, les données sur les nanoparticules inorganiques et le 

cytosquelette dans les cellules échappées restent encore floues. Notre étude permettrait de donner de 

nouvelles pistes d’études pour mieux comprendre les interactions entre les nanoparticules et les 

structures intracellulaires et leur conséquence sur le fonctionnement et l’intégrité des cellules. Par 

ailleurs, les propriétés chimiques de nos nanoparticules sont particulièrement intéressantes puisque la 

présence de sites de chélation libres dans la couche de DTDTPA permettrait la chélation d’ions divalents 

comme les ions calciums qui sont impliqués notamment dans la polymérisation, la stabilisation et la 

contraction du cytosquelette d’actine-F (Tsai et al. 2015).  

Les modifications biomécaniques induites par les nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) sont marquées par 

une adhérence précoce des cellules et son maintien au cours du temps, ainsi que la hausse des forces 

d’accroche. Ces forces sont corrélées à une augmentation de l’expression protéique membranaire de 

la sous-unité β1 des intégrines et de la taline-1, deux protéines essentielles à la mise en place des 

points focaux d’adhésion.  
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L’association des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) à la radiothérapie (5 x 2 Gy, 2 x 5 Gy, 10 Gy), en 

particulier à un protocole d’hypofractionnement (2 x 5 Gy), induit une perte des capacités invasives de 

la lignée radiorésistante U87 in vitro, ex vivo mais aussi in vivo. Ces données représentent un argument 

supplémentaire quant au bénéfice thérapeutique des nanoparticules inorganiques pour la 

radiopotentialisation, qui nécessite encore à l’heure actuelle des évaluations pré-cliniques avant 

d’autoriser le passage aux essais cliniques.  

Nos résultats ont permis de mettre en évidence que l’association des nanoparticules à 

l’hypofractionnement était aussi performante voire plus performante sur certains aspects que 

l’irradiation monodose à 10 Gy seule. Ces résultats pourraient alors indiquer que le design du protocole 

d’irradiation peut conditionner les effets anti-invasifs en association avec les nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd). Il pourrait être intéressant de considérer d’autres techniques de délivrance des 

radiations ionisantes, notamment la radiothérapie par microfaisceaux qui avait démontré une efficacité 

in vivo en association aux nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) (Miladi et al. 2014). Le choix de source 

d’irradiation, notamment les ions carbone qui donnent des résultats encourageants sur l’inhibition de 

l’invasion (Moncharmont et al. 2016) pourrait être considérés, avec le fractionnement de la 

radiothérapie, dans des études in vivo basées sur les effets radiopotentialisants des nanoparticules 

Au@DTDTPA(Gd).  

La numération et la caractérisation des cellules iniatrices de GBM traitées a permis de mettre en 

évidence une diminution de la quantité de cellules échappées, une induction de la mortalité cellulaire 

potentiellement retardée par l’induction de catastrophes mitotiques. Le traitement des cellules iniatrices 

induit également une diminution de la sécrétion de MMP2 mais également de son activité, ce qui signifie 

que la proportion réduite de cellules iniatrices ayant migré exercent une activité protéolytique réduite. 

Le traitement combinatoire induit également des modifications morphologiques significatives renforcées 

par rapport aux nanoparticules seules, qui sont associées à une perte de l’étalement des cellules et des 

jonctions communicantes mises en place avec un protocole d’irradiation seul. De manière intéressante, 

le traitement combinatoire limiterait également le nombre de cellules initiatrices présentant des 

caractéristiques souches (Hattermann et al. 2016). Nos nanoparticules pourraient ainsi avoir un effet 

bénéfique contre la reprise et la progression tumorale. 

Lorsque nous comparons l’ensemble de nos résultats, nous avons constaté que les effets anti-

migratoires et anti-invasifs de nos traitements combinés sont plus marqués in vitro ou lorsque les 

sphéroïdes sont traités séparément in vitro pour les tests ex vivo et in vivo que pour les sphéroïdes 

traités in vivo après implantation. Devant ce différentiel, il n’est pas impossible que la concentration 

intracellulaire en nanoparticules soient moins favorables pour les sphéroïdes traités in vivo mais aussi 

que la radiothérapie et les nanoparticules agissent sur le microenvironnement de la tumeur.  

Ainsi, nos observations ouvrent une nouvelle question sur les effets de nos traitements sur le 

microenvironnement cérébral et leurs impacts sur la communication cellules saines/cellules tumorales.  
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2 PERSPECTIVES FAISANT SUITE A NOS TRAVAUX SUR LES NANOPARTICULES 

AU@DTDTPA(GD) ET LA RADIOTHERAPIE  

2.1 CONTEXTE SCIENTIFIQUE  

De plus en plus de recherches démontrent l’importance de la prise en compte des cellules non tumorales 

et du microenvironnement moléculaire en plus de la physiologie de la tumeur (hypoxie, inflammation, 

etc), pour l’étude du processus d’infiltration. Le microenvironnement tumoral englobe les propriétés de 

la MECc, les facteurs sécrétés dans le milieu, les cellules présentes dans le cerveau (principalement 

neurones, astrocytes, cellules endothéliales, cellules immunitaires présentes dans le cerveau et la 

circulation cérébrale) (Manini et al. 2018).  

En effet, les cellules immunitaires telles que les cellules de la microglie et les TAM sont capables 

d’encercler ou d’infiltrer la masse tumorale afin de limiter la progression des cellules cancéreuses et 

d’entraîner une cytotoxicité. Les astrocytes seraient également capables d’encercler la région 

périphérique de la tumeur et pourraient avoir un conséquence sur le caractère infiltrant ou prolifératif de 

la masse tumorale (Silver et al. 2013). Ces deux types cellulaires secrètent un certain nombre de 

facteurs pour faciliter la réaction anti-tumorale. Indirectement, ces facteurs vont modifier le 

comportement des cellules tumorales qui vont à leur tour sécréter des facteurs pour contrer l’action des 

cellules du parenchyme cérébral. L’ensemble de la biologie de la cellule tumorale sera modifiée, certains 

auteurs ayant également relevé des effets indirects favorables à l’infiltration tumorale (Qi et al. 2016, 

Zhang et Zhang, 2015, Placone et al. 2016).  

Dans ce contexte, nous pouvons nous demander comment la communication entre les cellules de GBM 

et les cellules de microglie/astrocytes sont impactées par nos traitements et si la composante 

microenvironnementale traitée affecte la progression tumorale.   

2.2 QUESTIONS SCIENTIFIQUES SOULEVEES  

2.2.1.1 Impact des cellules tumorales traitées sur la microglie et les astrocytes 

Les cellules de GBM traitées par nos traitements pourraient avoir un impact sur les astrocytes et les 

cellules de la microglie. Dans certaines pathologies du système nerveux, notamment les tumeurs 

cérébrales, les astrocytes sains peuvent subir une « astrogliose », c’est-à-dire qu’ils se transforment en 

astrocytes réactifs (Heiland et al. 2019). Par rapport aux astrocytes sains, les astrocytes réactifs sont 

caractérisés par une hypertrophie et une prolifération accrue liée à l’activation de la voie JAK/STAT. Ils 

sont aussi marqués par une augmentation de la polymérisation des filaments intermédiaires de nestine, 

de vimentine et de GFAP (Guan et al. 2017). Les cellules de GBM sont également capables de sécrétés 

un certain nombre de facteurs immunosuppresseurs et anti-inflammatoires (IL-10, TGFβ, STAT3, PD-

L1) qui modifie le comportement des cellules de la microglie (Verschuere et al. 2014).  

Dans un premier temps, il faudrait une caractérisation du sécrétome des cellules de GBM échappées 

issues de sphéroïdes traitées. Des approches par cytokine array et transcriptomique permettraient 

d’obtenir ces informations.  
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Dans un second temps, la culture cellulaire des astrocytes et de la microglie en milieu conditionné (c’est-

à-dire une mise en culture avec le milieu de culture des cellules échappées traitées ou non), permettrait 

d’étudier l’impact des sécrétions des cellules échappées irradiées et/ou exposées aux 

Au@DTDTPA(Gd). Différents tests fonctionnels permettraient d’obtenir des informations sur la 

physiologie des cellules saines en réponse aux cellules tumorales : leur morphologie (visualisation en 

microscopie optique), leur capacité migratoire et à répondre au chimiotactisme (test en chambre 

transwell), leur prolifération (kit EdU), l’induction d’une cytotoxicité (test de viabilité au bleu Trypan et 

évaluation du cycle cellulaire à l’aide d’un cytomètre en flux), la capacité des cellules de la microglie à 

phagocyter (kit test phagocytose) et l’expression de marqueurs spécifiques de l’astrogliose 

(immunocytofluorescence et RTQPCR nestine, vimentine, GFAP) et de l’activation de la microglie 

(immunocytofluorescence et RTQPCR pour montrer l’expression CD11b, CD45 et Iba1) (Schwabenland 

et al. 2021).  

2.2.1.2 Etude des effets des traitements combinés sur les cellules gliales et leur impact sur les cellules échappées 

Les astrocytes et la microglie sont également capables de moduler le comportement des cellules de 

GBM, notamment lors de l’infiltration. Elles peuvent produire des molécules de la MEC comme le 

versican ou encore des MMP permettant une modulation locale de la MEC. Elles peuvent également 

sécréter des facteurs de croissance comme le FGF ou l’EGF ou sécrétion de cytokines pro-

inflammoitres (Placone et al. 2015 et Hambardzumyan et al. 2016) 

Dans un premier temps, il nous sera nécessaire de caractériser la réponse des astrocytes et des cellules 

de la microglie à nos traitements (irradiation avec ou sans nanoparticules). Des démarches 

expérimentales similaires à celles exposées précédemment pourraient être mises en œuvre (évaluation 

cytotoxicité, prolifération, morphologie, capacités migratoires, expression de marqueurs spécifiques de 

l’astrogliose ou de l’activation de la microglie, test de phagcytose pour la microglie).  

Pour comprendre comment les cellules saines traitées par radiothérapie et les Au@DTDTPA(Gd) 

agissent sur la migration des cellules de GBM, un système de culture en milieu conditionné analogue à 

celui décrit précédemment peut être décrit. A ce moment, ce sont les sécrétions des cellules saines 

traitées qui seront dans un premier temps étudiées par cytokine array et étude transcriptomique.  

L’évaluation des capacités migratoires et invasives des cellules de GBM mises en culture en milieu 

conditionnée peut être réalisée par des approches expérimentales similaires à celles que nous avons 

déployés dans mes travaux de thèse. La mise en culture de sphéroïdes de GBM avec les milieux 

conditionnés permettra d’étudier la capacité des cellules à échapper des sphéroïdes. D’une part, en 

évaluant l’invasion des sphéroïdes (test de bourgeonnement) et d’autres part, en caractérisant la 

morphologie des cellules (microscopie optique et confocale de fluorescence (marquage cytosqulette 

d’actine-F)), la quantité de cellules échappées et l’expression de protéases (approche transcriptomique 

par RTQPCR). Par ailleurs, il serait également intéressant d’évaluer l’état physiolgique des cellules 

échappées mises en culture dans des milieux conditionnées, notamment si certaines caractéristiques 

comme la prolifération ou l’expression de marqueurs souches sont altérés.  
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The detrimental invasiveness of glioma cells
controlled by gadolinium chelate-coated gold
nanoparticles†
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Glioblastoma are characterized by an invasive phenotype, which is thought to be responsible for recur-

rences and the short overall survival of patients. In the last decade, the promising potential of ultrasmall

gadolinium chelate-coated gold nanoparticles (namely Au@DTDTPA(Gd)) was evidenced for image-

guided radiotherapy in brain tumors. Considering the threat posed by invasiveness properties of glioma

cells, we were interested in further investigating the biological effects of Au@DTDTPA(Gd) by examining

their impact on GBM cell migration and invasion. In our work, exposure of U251 glioma cells to

Au@DTDTPA(Gd) led to high accumulation of gold nanoparticles, that were mainly diffusely distributed in

the cytoplasm of the tumor cells. Experiments pointed out a significant decrease in glioma cell invasive-

ness when exposed to nanoparticles. As the proteolysis activities were not directly affected by the intracy-

toplasmic accumulation of Au@DTDTPA(Gd), the anti-invasive effect cannot be attributed to matrix remo-

deling impairment. Rather, Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles affected the intrinsic biomechanical properties

of U251 glioma cells, such as cell stiffness, adhesion and generated traction forces, and significantly

reduced the formation of protrusions, thus exerting an inhibitory effect on their migration capacities.

Consistently, analysis of talin-1 expression and membrane expression of beta 1 integrin evoke the stabiliz-

ation of focal adhesion plaques in the presence of nanoparticles. Taken together, our results highlight the

interest in Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles for the therapeutic management of astrocytic tumors, not only

as a radio-enhancing agent but also by reducing the invasive potential of glioma cells.

Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive, deadliest, and
most common brain malignancy in adults. GBM is character-
ized by an invasive phenotype, which enables tumor cells to
infiltrate into the surrounding brain tissue. GBM tumor cells
invade a healthy brain and migrate along Scherer’s structures,

including pre-existing blood vessels, white matter tracts and
the subarachnoid space. The high migratory capability of these
tumor cells is thought to be responsible for the short overall
survival of GBM patients, since infiltrative cells always remain
following cytoreductive surgery and lead to recurrence.
Unfortunately, several experimental converging clues suggest
that migration/invasion abilities of glioblastoma cells could be
enhanced by therapeutic intervention such as surgical excision
or irradiation.1

In a recent review, we presented how the rapid development
of nanomedicine for cancer applications opens up new per-
spectives for GBM therapy and imaging-guided treatments.
Among promising innovations, many preclinical studies are
ongoing to investigate the potential of gold nanoparticles as a
drug delivery system, to enhance external beam radiotherapy
or to induce photothermal ablation.2 The lack of significant
cell toxicity in a wide concentration range may explain the
craze for the use of gold nanoparticles (AuNPs) in cancer thera-
pies. In this therapeutic context, gold nanoparticles with a dia-
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meter smaller than 10 nm should be preferred because (i) they
can be eliminated by renal clearance which is a pre-requisite
for the in vivo application of non-biodegradable nanoparticles3

and (ii) they are more efficient than large nanoparticles for
enhancing the radiation dose effect.4 In accordance with these
prerequisites, Roux’s research group has developed ultrasmall
polyaminocarboxylate-coated gold nanoparticles, namely
Au@DTDTPA, that exhibit a promising potential for image-
guided radiotherapy for brain tumors. Au@DTDTPA nano-
particles behave as positive contrast agents for magnetic reso-
nance imaging (MRI) and as radiotracers for nuclear imaging
(planar scintigraphy and single photon emission computed
tomography (SPECT)) when they are labeled with Gd3+ and
99mTc4+ or 111In3+ ions, respectively. After intravenous injec-
tion, authors showed that these nanoparticles are removed
from the body mainly by renal excretion. Furthermore, X-ray
irradiation 5–10 minutes after intravenous administration of
Au@DTDTPA(Gd) increased the life span of rats bearing brain
tumor by a factor 2 in comparison with animals treated only
by radiotherapy.5

Despite the lack of major toxicity of gold nanoparticles,
some articles have reported that AuNP internalization by cells
can affect cell proliferation, migration and invasion, and alter
metabolic activity and reprogram secretome. For example,
Pernodet et al. found that actin stress fibers disappeared and
properties such as cell spreading, cell adhesion, and cell
growth were altered dramatically as a result of intracellular
gold nanoparticle presence in human dermal fibroblasts.6

Similarly, gold nanoparticles seem to be able to reduce tumor
growth and metastasis.7,8

Knowing that migrating cells remain a major threat for glio-
blastoma-bearing patients, these recent data about AuNPs led
us to further investigate the potential of Au@DTDTPA(Gd) and
to examine their effects on GBM cell migration and invasion.
Glioma cell invasion is a complex multi-step biological process
that is regulated by an integrated network of biochemical and
biomechanical events, involving many changes in morphologi-
cal and adhesion properties and microenvironment remodel-
ing. In this context, different in vitro approaches such as 3D
spheroid tumor invasion assays, scratch assay and cell tracking
by time-lapse video microscopy, traction force microscopy or
atomic force microscopy, allowed us to obtain more insight
into migration/invasion properties of glioblastoma cells when
exposed to Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles.

Results and discussion
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticle uptake and consequences on
cell viability and proliferation

In the past two decades, many studies have demonstrated that
cellular uptake depends on the nanoparticle size, shape and
coating.9–11 The cellular accumulation of gold nanoparticles
was time- and concentration-dependent until a steady-state9–11

and quantitative and qualitative distribution appeared as a key
parameter that affects direct cytotoxicity and therapeutic

activity such as radiosensitizing potential.12,13 Hence, the first
step aimed at quantifying intracellular gold after glioma cell
exposition to Au@DTDTPA(Gd) and evaluating consequences
on cell viability and proliferation.

Elemental Au quantification by inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) revealed that after 24 h of
exposure, the quantity of Au accumulated in U251 cells was
similar regardless of the concentration of nanoparticles used
(1 and 5 mM). The number of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles
taken up reached about 6 × 105 to 7 × 105 per cells (Table 1).
STED microscopy experiments were conducted using cyanine
3-labeled Au@DTDTPA(Gd) and markers of particular com-
partments (i.e. antibodies directed against EEA1 for endo-
somes, calnexin for rough endoplasmic reticulum, vinculin for
focal adhesion complexes and CoxIV for mitochondria
(Fig. 1A–D)), to know the precise subcellular distribution of
nanoparticles. Nanoparticles clearly accumulate in the cyto-
plasm in a diffuse pattern, while fluorescence is also observa-
ble in punctate structures at the periphery of the nucleus
(Fig. 1E). Surprisingly, we did not notice small or large clusters
of nanoparticles in cytoplasmic vesicles such as endosomes or
in focal adhesion complexes. The ultrasmall size of
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles and the lack of endosome/
lysosome-confined intracellular clusters render nanoparticles
undetectable by the usually used transmission emission
microscopy. Similarly, Huang et al. have synthetized 2 nm,
6 nm and 15 nm-sized gold nanospheres and used tiopronin,
a pharmaceutical drug including a thiol group, as a stabilizing
agent. The authors quantified 5 × 105 to 5 × 106 nanoparticles
per cell in a breast cancer monolayer model and they showed
that the 2 and 6 nm AuNPs mostly localized in the cytoplasm
without any aggregation and also about 15% were able to enter
the nucleus.11 Afterwards, Boyoglu et al. confirmed that 3 nm
and 10 nm AuNPs are efficient at entering the cytoplasm and
nucleus of Hep-2 cells.14

Even if gold materials are generally considered to be bio-
inert, nontoxic and biocompatible, nanoscale gold particles
may have much higher bioactivity due to their increased
“surface area to volume ratio” that can result in direct cyto-
toxicity. Induction of apoptosis, cell cycle delay or generation
of reactive oxygen species were described as potential cytotoxic
effects of gold nanoparticles, according to their physico-
chemical properties.15,16

Table 1 Quantification of gold in the U251 cells based on ICP-OES
analysis. U251 cells maintained as monolayer culture were exposed for
24 h to Au@DTDTPA(Gd) at 1 or 5 mM. After nanoparticles removal, the
cells were rinsed, detached, counted and centrifuged to obtain a pellet.
Samples were then mineralized and proceeded as described in
Experimental section

Au@DTDTPA(Gd)
concentration

Gold quantity
(µg) Nanoparticles per cell

1 mM 0.48 ± 0.042 6.17 × 106 ± 5.65 × 104

5 mM 0.55 ± 0.037 6.99 × 106 ± 5.46 × 104
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Fig. 1 Localization of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles in U251 cells. (A–D) To know precisely subcellular distribution of Au@DTDTPA(Gd) nano-
particles, confocal and STED microscopy experiments were conducted using cyanine3-labeled Au@DTDTPA(Gd) (green fluorescence) and markers
of particular compartments (red fluorescence): antibodies labelled with STAR RED were directed against (A) EEA1 for endosomes, (B) calnexin for
rough endoplasmic reticulum, (C) vinculin for focal adhesion complexes and (D) CoxIV for mitochondria. Left panel: confocal overview of a fixed
cell (scale bar 5 µm). A region delineated by dotted white rectangle is the zoomed in confocal (middle panel) and STED (right panel) image (scale
bar 2 µm). (E) Maximal image intensity in XY, XZ, and YZ sections through the U251 nuclei after Au@DTDTPA(Gd)-Cy3 exposure (1 mM). XY section
shows one slice through the nucleus of a single U251 cell; the XZ section shows a cut along the horizontal yellow line through the nucleus; the YZ
section shows a cut along the vertical yellow line through the nucleus. The white dotted line delineates the nucleus of the cell. The green fluor-
escence signal corresponds to Au@DTDTPA(Gd): only the nanoparticles that cross the given cut are visible. The green intensity profile indicates a
strong accumulation of nanoparticles at the periphery of the nucleus as well as their presence to a lesser extent in the nucleus. (F) Based on trypan
blue exclusion assay and a TC20™ automated cell counter, viable cells were determined in control cell cultures (Ctrl) or 24 h after exposure to
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles (1 mM or 5 mM). Results are presented as mean ± SD (n ≥ 4).
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With 97% cell viability following a 24 h exposure, no direct
toxic effects were noticed on U251 cells despite the strong
internalization of nanoparticles in cancer cells (Fig. 1F). When
the global behavior of U251 glioma cells was followed for 70 h
with a cell-impedance measurement system (xCELLigence real-
time cell analysis system), no alteration was noticed for nano-
particle-treated cells (data not shown). Using flow cytometry,
we also investigated the influence of gold nanoparticles on cell
cycle distribution and the proliferation index (i.e. percent S
phase + percent G2/M phase) was calculated as previously
described.17 Sixteen hours after the removal of Au@DTDTPA
(Gd) nanoparticles, the proliferation index of U251 glioma
cells treated with gold nanoparticles was unchanged as com-
pared to untreated cells (ESI SI1†).

Collectively, our results indicate that the concentrations of
the Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles used in this study are
lower than those affecting the viability and proliferation of
U251 glioblastoma cells.

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles reduced the invasion abilities
of glioma cells

Both in patients and in vitro models, glioblastoma cells are
well-known to exhibit a highly invasive behavior leading to
diffuse infiltration of the surrounding.18 To explore and deci-
pher the mechanisms developed by invading cells in glioblas-
toma, the invasive behavior of the U251 cell line was exten-
sively studied using a variety of methods and materials to
mimic the in vivo microenvironment (2D or 3D extracellular
matrix, organotypic slice). Multicellular tumor spheroids
embedded in a 3D matrix represent invaluable tools to analyze
cell invasion and to mimic the cancer microenvironment.19,20

We have investigated the impact of Au@DTDTPA(Gd) nano-
particles on invasive capacities of U251 cells. For this purpose,
U251 spheroids were exposed to 1 and 5 mM Au@DTDTPA(Gd)
nanoparticles for 24 h and then, embedded in a matrix mixing
Matrigel® and hyaluronic acid. As recently published, we have
previously confirmed that Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles
were able to diffuse and be distributed throughout the spher-
oids, reaching the center of the tumor.21 Fig. 2 shows represen-
tative images of U251 spheroids in their 3D matrix 4 days post-
seeding. While the dark areas correspond to spheroids’ cores
including necrotic, quiescent and proliferative cells, we can
notice the cells on the edge that radially extend into the matrix
(Fig. 2A). Some of them seem to move individually (black
arrows) while other organized in clusters (denser areas),
suggesting collective cell motion (white arrows) (Fig. 2B). To
assess the effect of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on U251
invasiveness, spheroid initial/end sizes and invasiveness areas
were determined. With or without exposure to nanoparticles,
the central core similarly grew during the culture to reach the
mean final size of 0.516 ± 0.028 mm2, 0.420 ± 0.076 mm2 and
0.494 mm2 ± 0.026 mm2 for untreated-, 1 mM and 5 mM nano-
particle-treated spheroids, respectively. As shown in Fig. 2C,
the invasion capacities of the U251 cells pretreated with
Au@DTDTPA(Gd) were approximately 20–25% lower than
those of the control cells: invasion distances and invasion

areas reached respectively, 820 ± 16 µm and 3.570 ± 0.135 mm2

for untreated control spheroids; 644 ± 14 µm and 2.719 ±
0.154 mm2 for 1 mM nanoparticle-treated spheroids (p < 0.005
vs. Ctrl); 678 ± 21 µm and 2.899 ± 0.147 mm2 for 5 mM nano-
particle-treated spheroids (p < 0.005 vs. Ctrl). Thus, 3D inva-
sion assays revealed a significant inhibitory effect of our ultra-
small gold nanoparticles on invasive capacities of U251.
Inhibitory effects were previously described by Zhou et al. for
breast, prostate and melanoma cancer cells exposed to gold
nanorods using transwell invasion assays.22 Similarly, Au@Pt
nanoseeds have been shown to reduce the invasiveness of
kidney cancer cells in Boyden chambers.23

To overcome the structural restraints of brain tissue organ-
ization, invading glioma cells need remarkable plasticity and
proteolytic activity allowing them to move through the brain
parenchyma, along the blood vessels and white matter
tracks.24 In this context, we were interested in studying the
impact of Au@DTDTPA(Gd) uptake in the first step, on pro-
teolysis abilities of U251 cells and in the second step, on
intrinsic cell plasticity and motility.

Impact of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticle uptake on
proteolytic activity and on glioma cell motility

Matrix metalloproteinases (MMPs) like serine proteases uroki-
nase plasminogen activators constitute the main groups of
proteases capable of degrading extracellular matrix proteins
(fibronectin, type IV-collagen, proteoglycan, etc) and are
involved in GBM growth and dissemination. A strong corre-
lation exists between elevated levels of urokinase plasminogen
activators (uPA) and MMPs with cancer progression, meta-
stasis and shortened patient survival.25

Concerning the MMP family, gelatinases MMP-2 and
MMP-9 and the membrane-type MT1-MMP are found to be
expressed by glioma cells and already described for their con-
tribution in tumor progression.26 Moreover, a previous study
has demonstrated the downregulation of MMP-2 and -9
expression after the exposure of papillary thyroid carcinoma
cells to 10 nm AuNPs at a dose of 50 µg mL−1.27 Thus, we
explored the effects of Au@DTDTPA(Gd) on metalloprotease
expression and activity. RT-qPCR analysis indicated that U251
cells expressed MT1-MMP and MMP-2, but not MMP-9.
Exposure to Au@DTDTPA(Gd) induced a slight but not signifi-
cant decrease in MT1-MMP and MMP2 mRNA levels. Using the
gelatin zymography method, we focused on proteolytic activity
of gelatinases. In accordance with others,28 we did not detect
any gelatinolytic activity of MMP-2 nor MMP-9 in conditioned
media of U251 cells, even in untreated samples. MT1-MMP
analysis was performed by using a biotinylation approach in
order to recover only active MT1-MMP at the cell membrane.
Proteolytic activity of MT1-MMP was found in untreated U251
at the same level as after Au@DTDTPA(Gd) nanoparticle
uptake (ESI SI2†).

Thus, the MMPs do not seem to be involved in the reduced
invasive capabilities of U251 cells treated with NPs. The plas-
minogen/plasmin system is another system well described for
its involvement in the extracellular matrix degradation during
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GBM progression.29 Notably, the serine protease urokinase
plasminogen system (uPA, uPAR) participates actively in ECM
restructuring through plasmin and MMPs activation. Our pre-
liminary analyses using RTqPCR on cell lysates and proteome
arrays on conditioned media did not show noteworthy influ-
ence of NPs on the plasminogen/plasmin system (data not
shown).

While the reduced abilities of invasion of U251 after
Au@DTDTPA(Gd) endocytosis cannot be directly explained by
the interference of the nanoparticles with the proteolysis pro-
cesses, we questioned whether the nanoparticles can affect the
migration capabilities of glioma cells. Glioblastoma cells show
a versatile repertoire of migration modes, allowing them to
adapt their strategies in response to changing environmental
conditions. Indeed, these tumor cells can exhibit individual
(amoeboid or mesenchymal) or collective migration modes,
depending on the local properties of the extracellular matrix.30

In this regard, different tests were carried out to evaluate the
effects of Au@DTDTPA(Gd) on migration capacities of U251
cells.

A scratch assay which is considered as the standard in vitro
technique was firstly performed for probing collective cell

migration in two dimensions.31 Images were captured immedi-
ately (0 h) and 16 h after the scratch and surface of the healing
wound was determined using imageJ software (Fig. 3A). At the
end point of the experiment, the healing area reached 33% for
the control. After exposure to nanoparticles, the recovery of the
wounded area was only 15%, i.e. 2 times less than that in the
control samples (Fig. 3B).

Then, time-lapse video microscopy and cell tracking experi-
ments were performed on monodisperse cells to estimate cell
velocity and directionality. While traditional methods rely on
Boyden chamber migration assays to measure individual
migration in response to chemotactic signals, we preferred
time-lapse video microscopy because it allows the measure-
ment of individual migration parameters and the visualization
of morphological changes that cell undergoes during
migration.32 In untreated U251 cells, movies revealed a
repeated sequential polarized apparition of enlarged lamelli-
podia associated with cell polarity and directional displace-
ment of cells with typical mesenchymal morphologies (Movie
1† left).

Looking at each cell individually, exposition to
Au@DTDTPA(Gd) seems to interfere with cell polarity estab-

Fig. 2 Impact of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on U251 invasiveness based on 3D invasion assay. U251 spheroids (∼450 ± 70 µm in diameter)
were exposed to 1 or 5 mM Au@DTDTPA(Gd) for 24 h. After nanoparticle removal, the spheroids were seeded in 6-well culture plates (one spheroid
per well) and each one was embedded in a mixture of Matrigel®, complete culture medium enriched with hyaluronic acid. (A) Using ImageJ soft-
ware, the total area of invasion (manual yellow delineation) and the core area (white delineation) were determined 4 days after seeding for each
spheroid, allowing calculation of the “invasion surface” (1 pixel = 10.58 µm). (B) Representative images of invasion for untreated- or Au@DTDTPA
(Gd)-treated spheroids showed areas of collective (white arrows) and individual (black arrows) invasion. (C) Histograms represent the core growth
(left histograms) and the invasion surface (right histograms) for untreated- or Au@DTDTPA(Gd)-treated spheroids. Results are presented as mean ±
SD (n ≥ 11 spheroids for at least n ≥ 3 independent experiments). **p < 0.01 according to the Mann–Whitney U test.
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lishment, as we observed a fast turnover of lamellipodia in any
direction that leads to both reduced directional displacement
and reduced apparent velocity (Movie 1† right). Indeed, cell
tracking quantification revealed that U251 cells seeded onto
fibronectin exhibit a velocity of 0.72 ± 0.02 μm min−1 and the
traveled distance reached 1050 ± 31 μm per 24 h. U251 cell
motility rates were significantly altered after nanoparticle
endocytosis, because U251 cell velocity was decreased by 43%
(0.39 ± 0.02 μm min−1), the traveled distance by 45% (581 ±

26 μm per 24 h) and directional cell migration (Euclidian dis-
tance) by 65% compared to untreated cells (Fig. 3C–E).

Together, these results indicate that Au@DTDTPA(Gd) can
exert a significant inhibitory effect on both collective and indi-
vidual migration of U251 cells. Our specific observations for
the Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles can probably be general-
ized to most of the gold nanoobjects. Indeed, several previous
studies using wound healing assay or a transwell chamber
have reported that gold nanospheres and gold nanorods,

Fig. 3 Impact of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on collective and individual migration of U251 cells. (A and B) Collective migration of
U251 glioma cells was assessed using wound healing assays. As soon as the nanoparticles were removed, a scratch was made into the confluent
monolayer of U251 cells and (A) photographs at ×40 magnification were captured immediately and 16 h after scratching. Representative images
show the gap filling under control conditions (Ctrl) or after 24 h of exposure to 5 mM Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles (scale bar 800 µm). (B) The
plugin “MRI wound healing assay tool” from ImageJ software was used to measure the gap area at 0 h and 16 h, and calculate the wound healing
rates as plotted on histograms. The results are presented as mean ± SD (n = 8 independent experiments). (C–E) Individual migration was monitored
by video microscopy. After seeding on fibronectin-coated coverslip, 48 untreated or nanoparticle-treated cells were individually tracked for 24 h by
video microscopy (×20 magnification objective, using a Zeiss Axio Observer). Histograms represent (C) accumulated distance (D) Euclidean distance
(E) and velocity. Results are presented as mean ± SD. **p < 0.01 and ****p < 0.0001 according to the Mann–Whitney U test.
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regardless of their size, their concentration or the cell lines
used, could reduce tumor cell migration. For example, Zhou
et al. showed decreased chemotactic responses in a transwell
chamber when breast, prostate or skin cancer cells were
exposed to gold nanorods.22 More recently, Li et al. performed
wound healing assays and demonstrated that gold nano-
spheres reduced liver cancer cell migration.33 Similarly, time-
lapse video microscopy of wound healing of lung and prostate
cancer cells has shown that gold nanospheres affect early cell
migration (6 h) with decreased gap filling.34

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticle uptake affects the intrinsic
biomechanical properties of glioma cells and cell–ECM
interactions

From a biomechanical standpoint, tumor cell motion in case
of mesenchymal migration requires cell deformation and
active generation of traction force on the underlying extracellu-
lar matrix to pull the cell forward. Cell deformation is directly
dependent on the stiffness properties and the transition to a
motile phenotype is characterized by changes in focal
adhesion and cytoskeletal dynamics. Previous studies have
reported a correlation between cell stiffness and metastatic
potential of cancer cells7 and that cancer cells are softer than
normal cells.35 Then, we investigated the impact of
Au@DTDTPA(Gd) on the deformability and stiffness of U251
by using AFM-indentation measurements and by Young’s
modulus determination. In this case, an isolated cell was
taken out of a cell culture on fibronectin coated coverslip and
AFM measurements were realized in areas outside the nucleus,
where the cell height was at least 3 times superior to the
indentation depth in order to calculate Young’s modulus.
Young’s modulus was found to be remarkably stable on
control cells with values equal to 1.61 ± 0.17 kPa. After
Au@DTDTPA(Gd) uptake, Young’s modulus dramatically
increased to reach 4.56 ± 2.58 kPa on fibronectin (Fig. 4A).
Moreover, it is well documented that cell migration is depen-
dent on lamellipodial protrusions.36 Using AFM error images,
we have analyzed the number of membrane protrusions and
demonstrated that treatment with Au@DTDTPA(Gd) induced a
decrease of about 50% in the protrusion number (5.30 ± 0.39
protrusions per 100 µm2 for the control samples vs. 2.43 ± 0.31
protrusions per 100 µm2 for the treated cells) (Fig. 4B). All
these results highlighted the potential of NPs to diminish the
capacities of U251 cells to displace.

In order to explain and correlate the increase in Young’s
modulus and the decrease in the migration capabilities of
U251 cells after Au@DTDTPA(Gd) treatment, fluorescently
labeled phalloidin has been used to study actin cytoskeleton
organization by confocal microscopy. ESI SI3† shows the 3D
isosurface reconstruction of cells using 2 different thresholds
for untreated control cells or nanoparticle-treated cells. At the
lowest threshold (Fig. 4C), a clear difference appears in the
actin labeling between untreated and Au@DTDTPA(Gd)-
treated cells. While only the actin cortex is visible in control
cells, the Au@DTDTPA(Gd)-treated cells exhibit well-developed
intracellular stress fibers and a thicker actin cortex. Adhesion

structures appear clearly at the edge of U251 cells and more
actin patches with the highest threshold value (framed areas)
are present in nanoparticle-treated cells. Our observations cor-
roborate previously published studies that reported changes in
F-actin fiber organization when cells were exposed to inorganic
nanoparticles.37 More recently, Mulens-Arias et al. showed that
AuNPs disturbed the adhesive structures and affected focal
adhesion dynamics, in particular, characterized by an increase
or a decrease in mature focal adhesion in the first 2 h follow-
ing exposure according to the type of cells studied (mesenchy-
mal stem cells or endothelial cells, respectively). Nevertheless,
the effects appear to be dependent on the nanoparticle core
size and cell type.38 Consistently, we conducted further mole-
cular investigations to determine how Au@DTDTPA(Gd) inter-
feres with the actin cytoskeletal system. Thus, we studied by
immunoblotting the membrane expression of beta 1 integrin
in biotinylated extracts (Fig. 4D and E) and expression of Talin-
1 (Fig. 4F). While no difference in the total beta 1 integrin
expression was noticed between untreated- and nanoparticle-
treated cells, membrane expression of beta 1 integrin was
doubled when U251 cells were exposed to 5 mM Au@DTDTPA
(Gd) nanoparticles. In parallel, Talin-1 expression, an ubiqui-
tous cytosolic protein that is found in high concentrations in
focal adhesions, was markedly increased in Au@DTDTPA(Gd)-
treated cells. These results evoke the stabilization of focal
adhesion plaques in the presence of nanoparticles, confirming
the disturbance of focal adhesion dynamics.39

To adhere and migrate, cells generate traction forces
through the cytoskeleton.40 So, using time-lapse traction force
microscopy (TFM), we examined the differences in traction
forces generated by U251 cells pre-exposed or not to
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles (Movie 2†). Traction force
microscopy yields a spatial image of the stress exerted by the
cells on elastic gel substrates. As a cell attaches to the surface
of the substrate, it deforms the substrate proportionally to the
applied mechanical force and these elastic deformations can
be followed by video microscopy and described quantitatively
with high precision.41 Under moderate stiffness mimicking
conditions in healthy and tumor brain tissues (E = 5 to 15
kPa),42 measurements of cellular force indicate that after 24 h
of exposure to Au@DTDTPA(Gd), U251 glioma cells exhibit
stronger traction stresses compared to the non-exposed cells
(Fig. 5A and B) with the force ratios reaching 13 410 ± 381 Pa
µm−2 and 18 056 ± 616 Pa µm−2 (p = 0.0047), respectively.
These data confirm that nanoparticles accumulated in the cell
cytoplasm induce changes in force generation and corroborate
previous data showing higher levels of cell traction force for
TR146 epithelial cells that have been exposed to TiO2 or SiO2

nanoparticles while migrating collectively.43

In order to reinforce the results obtained on cytoskeleton,
stiffness and TFM, we finally focused our investigations on the
direct adhesion properties of U251 cells by using cell adhesion
assay performed at 3 time points (15, 30 and 60 min) on a
fibronectin or hyaluronic acid coating. As expected, in the
control group, the percentage of attached cells increased over
time, with a maximum reaching 24.8% and 27.8% for U251
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Fig. 4 Impact of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on biomechanical properties and cell morphology of U251 cells. (A–B) AFM measurements were
performed to assess the surface density of protrusions and the cell mechanical properties (characterized by Young’s modulus) of U251 cells treated
or not with Au@DTDTPA(Gd). A minimum of 50 cells for each condition were analyzed. (A) Young’s modulus and (B) number of protrusions per
100 µm2 were plotted on histograms. (C) Representative z-stack images of the F-actin cytoskeleton (Alexa Fluor™ 488 Phalloidin) obtained by con-
focal microscopy. (D–E) Effect of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on the membrane Beta 1 integrin expression. (D) Cell extracts were prepared from
U251 biotinylated cells treated or not with 5 mM Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles. Expression of Beta 1 integrin localized at the cell surface was ana-
lysed by 10% SDS-PAGE followed by western blotting. (E) Expression of Beta 1 integrin was quantified by densitometry and results are representative
of three independent experiments and expressed as mean ± SD relative to the control (100%). (F) Effect of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on Talin-1
(full size) expression. Cell extracts were prepared from U251 cells treated or not with 5 mM Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles. Expression of Talin-1
was analysed by 10% SDS-PAGE followed by western blotting.
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Fig. 5 Impact of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on traction forces and adhesion. (A) Representative snapshots of TFM analysis of single cells with
the force represented as magnitude of control cells (left) and Au@DTDTPA(Gd) nanoparticle-treated cells (right) superimposed with the cell segmen-
tation used for force integration. (B) Force ratio (in pN µm−2) corresponding to the integration of the force values over the surface obtained by the
segmentation of untreated- and nanoparticle-treated U251 cells and normalized by the surface value. (C and D) After 24 h of exposure to 5 mM
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles, U251 cells were exposed to Hoechst 33342 at 1/1000 during 15 minutes. Then, the cells were trypsinated and plated
on 48 wells plates coated with (C) fibronectin or (D) hyaluronic acid during 15, 30 and 60 minutes. Fluorescence intensities (λexc/λem: 350/461 nm
for Hoechst 33342) were recorded. Histograms represent the percentage of cells that have adhered after 15, 30 and 60 minutes. Results are pre-
sented as mean ± SD (n = 7 independent experiments). *p < 0.05 and **p < 0.01 according to the Mann–Whitney U test. (E) Representative images of
attached cells on fibronectin-coated surface at the time point 15 min were captured for U251 cells treated or not with 5 mM Au@DTDTPA(Gd) nano-
particles (F-actin – green, cell nuclei – blue).
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plated on fibronectin and hyaluronic acid, respectively (Fig. 5C
and D). Regardless of the coating and the time points, pretreat-
ment with Au@DTDTPA(Gd) conferred a significantly higher
ability to adhere to the substrate. After 15 min of cell incu-
bation with the matrix coating, 25.5 ± 1.7% of U251 cells
treated with nanoparticles bind to fibronectin, compared to
only 12.6 ± 1.0% of control cells (p = 0.0043). For U251 cells
exposed to nanoparticles, adhesion at 60 min reached 42.2 ±
4.1% compared to 23.8 ± 3.1% for control cells (p = 0.0159).
According to the images captured after 15 minutes (Fig. 5E),
the cytoskeleton appeared more developed for the
Au@DTDTPA(Gd)-treated cells than for the control cells, which
may explain the earlier and more important adhesion for the
treated cells.

Taken together, our experiments demonstrated that
Au@DTDTPA(Gd) uptake is able to counteract the migration
capabilities of U251 glioma cells. These effects occur through
an alteration of the intrinsic biomechanical behavior of cells
that were characterized by an increase of Young’s modulus, a
reorganization of the actin cytoskeleton and adhesion struc-
tures, and higher traction forces. All these data are consistent
with enhanced anchorage of the cells after treatment with
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles that likely explain the dimin-
ished capacities of collective and individual migration. Such
effects of metal-based nanoparticles on cell motility seem to
be generalized as some of them have already been observed for
other inorganic nanoparticles and other cell types.22,33,38,43

Our experiments have gone further as 3D invasion assays
demonstrated that reduced motility of glioma cells also occur
in a confined environment, reducing glioma invasive potential.
Underlying mechanisms remain unclear and ongoing experi-
ments are now devoted to decipher at the molecular level the
action of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on glioma cells.

Furthermore, Winckler’s group has recently demonstrated
that glioma cells emit thin ultralong membrane protrusions
(called as tumor microtubes) which help them to invade and
colonize healthy brain tissue and form a complex network that
conveys resistance to standard tumor treatment modalities
such as radiotherapy.44,45 In light of this recent knowledge,
our results showing that Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles can
significantly affect the protrusion number emitted by cells
appear particularly promising.

Experimental section
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles and ICP-OES dosage of gold

The synthesis and characterization of the Au@DTDTPA(Gd)
nanoparticles were described earlier46,47 (ESI SI4†).

For a typical preparation of these gold nanoparticles,
HAuCl4·3H2O (200 mg, 51 × 10−5 mol) was placed in a 250 mL
round-bottom flask and was dissolved with methanol (60 mL).
In another flask, DTDTPA (256 mg, 50 × 10−5 mol), water
(40 mL) and acetic acid (2 mL) were mixed. This solution con-
taining DTDTPA was added to the gold salt solution under stir-
ring. The mixture turned from yellow to orange. NaBH4

(195 mg, 515 × 10−5 mol) dissolved in water (13.2 mL) was
added to the gold-DTDTPA solution under stirring at room
temperature. At the beginning of NaBH4 addition, the solution
first became dark brown then a black flocculate appeared. The
vigorous stirring was maintained for 1 h before adding
aqueous hydrochloric acid solution (2 mL, 1 M). After the
partial removal of the solvent under reduced pressure the pre-
cipitate was retained on the polymer membrane and washed
thoroughly and successively with 0.1 M hydrochloric acid,
water and acetone. The resulting black powder was dried (up
to 200 mg of dry powder of Au@DTDTPA) and dispersed in
aqueous solution of sodium hydroxide (NaOH 0.01 M) with a
final concentration of 50 mM gold.

The functionalization of Au@DTDTPA nanoparticles by
organic dyes (aminated cyanine 3, Cy3-NH2) was inspired from
the grafting of aminated cyanine-5.21 A solution of
Au@DTDTPA (9 mL, 50 mM in gold) was adjusted to pH 5. For
the activation of the carboxylic groups, EDC (397 mg) and NHS
(477 mg) in deionized water (6.48 mL) were added to the
colloid under stirring at room temperature. The agitation was
maintained for 90 min. Afterwards, the pH of the solution was
adjusted at pH 7.5 and Cy3-NH2 was added to the aqueous sus-
pension of Au@DTDTPA nanoparticles. The solution was
stirred for 15 minutes at room temperature and for 12 h at
4 °C.

After the reaction with Cy3-NH2, the nanoparticles were
purified by dialysis against an acidic medium (pH 5,
Molecular Weight Cut-Off (MWCO): 6 kDa). The dialysis bath
was changed four times (6 h, 20 h, 26 h, and 40 h after the
immersion of a dialysis tube in acid aqueous solution) until it
became colorless. After purification by dialysis, gold nano-
particles were concentrated by centrifugation using centrifugal
concentrators (Vivaspin®, MWCO: 10 kDa) until a gold concen-
tration of 50 mM.

Whatever the type of nanoparticles (Au@DTDTPA or fluo-
rescent Au@DTDTPA nanoparticles), the labeling with gadoli-
nium ions is performed through the addition of GdCl3 to col-
loidal solution under stirring at room temperature. For a final
gold concentration of 45–50 mM, the gadolinium concen-
tration is 5 mM.

The titrations of gold in colloids and in the cells were per-
formed by ICP-OES analysis. The samples were first minera-
lized in ultrapure aqua regia to a final concentration of at least
20 µg L−1 in gold. An ICP-OES (710 ES Varian/Agilent) with an
axial torch with a concentric nebulizer and cyclonic spray
chamber was used. The parameters fixed during the measure-
ment were: power of 1.2 kW with argon auxiliary of 1.5 L
min−1 and nebulizer pressure of 200 kPa. The emission lines
used to measure the gold concentration were 268 nm, 243 nm
and 208 nm. The efficacy of the atomization is about 60% for
gold. An ionizing buffer was employed for the measurements.

Cell culture

The human primary glioblastoma cell line U-251MG (Uppsala,
Sweden) was obtained from American Type Culture Collection
and was cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Nanoscale Paper

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021 Nanoscale, 2021, 13, 9236–9251 | 9245

O
pe

n 
A

cc
es

s 
A

rt
ic

le
. P

ub
lis

he
d 

on
 1

3 
A

pr
il 

20
21

. D
ow

nl
oa

de
d 

on
 4

/2
0/

20
22

 1
1:

24
:1

7 
A

M
. 

 T
hi

s 
ar

tic
le

 is
 li

ce
ns

ed
 u

nd
er

 a
 C

re
at

iv
e 

C
om

m
on

s 
A

ttr
ib

ut
io

n-
N

on
C

om
m

er
ci

al
 3

.0
 U

np
or

te
d 

L
ic

en
ce

.
View Article Online

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
https://doi.org/10.1039/d0nr08936b


(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 0.4%
L-asparagine, 0.36% L-serine, 1% L-glutamine, 1% essential
amino acids, 0.5% non-essential amino acids, 0.4% vitamins,
1.25% sodium pyruvate, and 1% penicillin–streptomycin. The
cells were maintained in monolayers in a tissue culture incuba-
tor at 37 °C under a 5% CO2 95% air atmosphere, and were
subcultured twice a week. DMEM, amino acids, vitamins, and
antibiotics were purchased from Gibco/Life Technologies
(France), while other reagents were obtained from Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

Cell counting was performed using a TC20™ automated
cell counter (Bio-Rad, France) and viability assessment was
performed using Trypan blue exclusion assay that allows the
detection of live (unstained) and dead (stained) cells.

3D invasion assays

To generate U251 spheroids, 1 × 106 cells were plated in
75 cm2 flasks previously coated with hydrophobic poly(2-
hydroxyethyl methacrylate) to prevent cell adhesion. Four days
later, U251 spheroids are harvested and placed in a spinner
culture flask with magnetic stirring for 10 days for growing.
Then the spheroid suspension was filtered through 380 and
520 µm nylon mesh filters that allowed collecting spheroids of
homogeneous size (∼400–500 µm). These spheroids were then
cultured in 6-well plates coated with poly(2-hydroxyethyl meth-
acrylate) in the presence or absence of 5 mM Au@DTDTPA(Gd)
for 24 h. After treatment, each spheroid was placed into indi-
vidual wells of a 96-well plate and then embedded with 100 µL
of a mixture of Matrigel® and hyaluronic acid (100 µg mL−1).
The spheroids were maintained at 37 °C in a humidified 5%
CO2 atmosphere for 4 days, allowing invasion and migration
processes to take place. After staining with thiazolyl blue tetra-
zolium bromide (MTT 1 mg mL−1), invasion of viable cells was
imaged using the GelCount® system (Oxford Optronix, UK).
The mean area (in µm2) and the mean distance (in µm) of
invasion from at least 34 independent spheroids (6 indepen-
dent experiments) were quantified using Image J and
GelCount® Software. Initial and final surface (in µm2) of at
least 19 independent spheroids (3 independent experiments)
were quantified using Image J.

Wound healing assay

U251 glioblastoma cells were seeded at a concentration of 2.5
× 105 cells per well in a 6-well plate containing Dulbecco’s
modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) and incubated for 24 h at 37 °C under a
humidified 5% CO2 atmosphere. After attachment of the cells
to the plate, the cells were treated with 5 mM Au@DTDTPA
(Gd) nanoparticles for 24 h. When the nanoparticles were
removed, a scratch was created into the confluent monolayer
of U251 cells using a sterile p1000 pipet tip. The cells were
then replaced into the incubator for 16 h. Three representative
images of each scratch area were captured at 0 h ( just after
scratching cells) and 16 h after incubation using a trans-
mitted-light microscope (Nikon DIAPHOT 300 equipped with
digital camera Nikon Digital sight-DS-Fi1) (40× magnification).

The plugin “MRI Wound Healing Tool” from ImageJ helped us
to determine the area of the gaps for each image. As an indi-
cator of the collective migration ability, the wound healing rate
was calculated as follows: (Area0 h − Area16 h)/Area0 h × 100.

Cell tracking by time-lapse video microscopy imaging

U251 cells (1 × 104) seeded on a fibronectin-coated 24-well
plate were allowed to attach to the substrate and treated with
5 mM Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles during 24 h. Before
imaging, cells were treated with 1 µg mL−1 mitomycin C for
2 h to inhibit cell proliferation. The cells were then PBS-
washed and fresh medium was added. The cells were main-
tained at 37 °C under a 5% CO2 atmosphere in a temperature-
controlled chamber (PECON) and then observed under a 20×
magnification objective during 24 h using a Zeiss Axio
Observer (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Germany). Data
were acquired using the MetaMorph software (Roper
Scientific). Cell velocity, distance and directional persistence
analyses were computed using ImageJ software (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). For each condition,
48 randomly chosen cells have been tracked.

Atomic force microscopy imaging

Prior to AFM analyses, 5 × 105 U251 cells were seeded onto
50 mm Willco-dish® pre-coated with 10 µg mL−1 fibronectin.
On the next day, the cells were treated with 5 mM
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles during 24 h. The cells were
washed with PBS before adding 2 mL of medium. Then, AFM
measurements were performed with a BioScope Catalyst™
(Bruker, Billerica, USA) mounted on a Nikon Eclipse Ti
inverted microscope (Nikon, Tokyo, Japan) and operated in the
PFQNM mode to acquire topographical and mechanical
images of live cells. This mode has proved itself to allow
higher resolution at a faster acquisition speed (similar to
tapping mode imaging) than the classical Force–Volume
measurements. Preliminary experiments have been conducted
using SCANASYST-AIR probes (Bruker, Billerica, USA) having a
nominal spring constant of 0.4 N m−1 and a resonance fre-
quency of ∼70 kHz but generally speaking, the cantilever was
too stiff for this type of cells. This prompted us to utilize
PFQNM-LC-A-CAL probes (Bruker, Billerica, USA), having a
nominal spring constant of 0.1 N m−1 and a resonance fre-
quency of ∼45 kHz, the tips being calibrated as previously
described. The tip geometry (“ace of spades” pyramidal shape,
with a tip height of 17 μm and an apex diameter of approxi-
mately 130 nm) is designed on purpose to minimize the
viscous drag during imaging in liquids. For PFQNM experi-
ments, we used a PeakForce frequency of 0.25 kHz in order to
maximize the contact time between the tip and the sample
(and also collect more than one force curve per pixel), and a
PeakForce amplitude of 1 μm to optimize tracking since the
cells are quite high (up to 7 µm). Images were captured in the
culture medium at a resolution of 256 or 128 pixels per line, at
37 °C using a Perfusing Stage Incubator (Bruker, Billerica,
USA). The Petri dish was put on the baseplate when the temp-
erature set point was reached and stabilized over time (a
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Lakeshore temperature controller was used). Young’s
modulus, step height, surface and volume measurements were
calculated using NanoscopeAnalysis (Bruker, Billerica, USA). In
the present study, only the surface density of protrusions and
the cells mechanical properties were considered. With respect
to Young’s modulus calculations, for each type of cells, 10
different cell dishes coming from the same culture were ana-
lyzed one after the other (each dish has never been handled
more than 3 h) and the experiments were triplicated to draw a
reliable conclusion. Overall, a minimum of 50 cells for each
condition (with and without NP incubation) were analyzed.
Considering both the indentation depth of the tip given by the
deformation channel and the cell height given by the cross sec-
tions achieved on height images at the same locations,
Young’s modulus was exclusively calculated in areas where the
cell height was at least 3 times superior to the indentation
depth, in order to avoid any influence of the substrate on the
measured values. Thus, perinuclear areas were avoided. The
Sneddon model was used to estimate the interaction between
the tip and the substrate. In order to avoid mechanical stress
to the cells, the loading force was adjusted between a few tens
up to a few hundreds of piconewtons. The force curves were
extracted from the chosen area from the PFQNM images using
the Peak Force Capture option of the Nanoscope software. For
the topographical AFM measurements (more in particular the
cell protrusions), a minimum of 50 images were processed for
each condition.

Immunocytofluorescence

U251 cells were plated at the density 5 × 103 cells per well in
8-well Labtek II coated with 10 µg mL−1 of fibronectin for one
day. The cells were exposed to 5 mM Au@DTDTPA(Gd) for
24 h. The cells were fixed with PFA 4% for 30 min, then gently
washed three times with PBS. To visualize F-actin distribution,
slides were incubated for 45 min with Alexafluor-488-conju-
gated phalloidin (Ab176753, Abcam) diluted 1/1000 in PBS
with 2% (w/v) BSA. The cells were then washed three times
with PBS. Immunofluorescence-labeled cell preparations were
analyzed using a Zeiss LSM 710 confocal laser scanning micro-
scope with the 63× oil-immersion objective zoom 1× and Zeiss
operating system (Carl Zeiss MicroImaging GmbH,
Deutschland). Acquisitions were performed by exciting
Alexafluor 488 with Argon laser. Emitted fluorescence was
detected through the appropriate wavelength window. Twenty
images were captured with a 0.25 µm z-step.

Confocal and STED microscopy

Confocal and STED microscopy on immunostained U251 cells
were performed using the STEDYCON (Abberior Instruments
GmbH). Confocal microscopy was performed under pulsed
excitation of Cy3 and Abberior STAR RED at 561 nm and
640 nm respectively, on samples mounted on a Abberior
mount liquid antifade (Abberior GmbH). STED depletion was
performed using a pulsed 775 nm laser source. Image proces-
sing and analysis were performed using Image J.

Due to the high concentration of metallic nanoparticles in
cells, STED observation could occasionally prove to be very
difficult and the use of high STED laser powers was pre-
cluded.48 However, we managed to obtain comparison of STED
and confocal on cells or cell regions at resolution of <80 nm
(and down to 50 nm) (Fig. 1).

Proteins extraction and western-blot analysis

Whole-cell extracts were prepared as previously described.49

Briefly, whole-cell extracts were prepared by scraping cells in
ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl,
5 mM EDTA, 1% Triton X-100, and proteinase inhibitor
cocktail).

Cell surface protein isolation was performed as previously
described.49 After washing, the cell surface proteins were bioti-
nylated with PBS containing 0.5 μg mL−1 of EZ-Link sulfo-
NHS-LC-biotin (Thermofisher) for 30 min at 4 °C. After three
washes, the cells were incubated with 100 mM glycine for
30 min at 4 °C in order to limit nonspecific binding. The cells
were washed three times in ice-cold lysis buffer before protein
extraction. Solubilized biotinylated proteins were then affinity
purified using 40 μL of monomeric avidin-agarose beads (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) incubated with 120 μg of biotiny-
lated proteins. Incubation was performed overnight at 4 °C
under gentle orbital agitation (5 rpm), and then followed by
five washes in lysis buffer.

The protein concentrations in whole-cell extracts and mem-
brane extracts were quantified by the Bradford method (Bio-
Rad Laboratories, Marne-la-Vallée, France). Proteins were sep-
arated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis, transferred onto a nitrocellulose membrane
(Schleicher & Schuell GmbH, Mantes la Ville, France), and
incubated overnight at 4 °C with primary antibodies.
Immunoreactive bands were revealed using an ECL Plus che-
miluminescence kit from Amersham Biosciences (Orsay,
France). GAPDH was used as a control to ensure equal loading.

Traction force microscopy

TFM requires three distinct procedures: (1) cells are plated on
an elastic substrate containing fiducial markers allowing the
quantification of gel deformation visually, for instance fluo-
rescent beads or quantum dots. (2) A discrete gel displacement
caused by adherent cells is calculated by tracking fluorescent
beads movements. The most common techniques for tracking
are particle image velocimetry (PIV) and particle tracking velo-
cimetry (PTV). (3) Finally, the traction force field f is calculated
from the displacement field by making use of a mechanical
model of the elastic substrate.50

Polyacrylamide gel coated coverslips were prepared at a 17
kPa modulus as previously described,51 using the following
specific conditions: 1.5 × 105 U251 cells were then seeded
before adding 1 mM Au@DTDTPA(Gd)-Cy3 during 24 h.

The cells were washed twice and then observed under a 63×
objective using a Zeiss Axio Observer (Carl Zeiss MicroImaging
GmbH) and a CoolSNAP HQ (Roper Scientific, France) camera.
Image acquisitions were performed every 5 min during
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3 hours and beads displacement was analyzed using the
JEasyTFM plugin running under ImageJ.

Cell adhesion assay

6 × 104 U251 cells per mL were plated in 25 cm2 flasks for 3
days. Then, tumor cells were treated with 5 mM Au@DTDTPA
(Gd) for 24 h. In parallel, 48-well plates were pre-treated with
10 μg ml−1 of fibronectin or with 10 μg ml−1 hyaluronic acid in
HBSS for 1 h at 37 °C and then dried overnight at 4 °C. Control
or treated tumor cells were then stained with 1 mL Hoechst
33342 (20 µM in HBSS, Thermo Scientific, 62249) for 30 min at
37 °C and harvested. 1 × 105 stained cells per well were added
on the pre-coated P48 plates. After 15, 30, and 60 min of incu-
bation at 37 °C under a humidified 5% CO2 atmosphere, the
cells were gently washed once with HBSS.

Measurement of attached cells after 15, 30, and 60 min.
Washed cells were lysed with DMSO 100%. Quantification of
fluorescence intensity of cell lysates (λexc/λem: 350 nm/461 nm)
with a Tecan Infinite 200 microplate reader (Infinite M200 pro,
Tecan™) allowed assessing the attached cells for 7 indepen-
dent experiments, each condition was realized in duplicate. To
quantify the fluorescence at 0 min, 1 × 105 stained cells were
transferred in 1.5 mL Eppendorf tubes, then centrifuged at
300G during 10 min at 20 °C. The supernatants were removed,
and then the stained cells were lysed with DMSO 100%.

F-actin cytoskeleton of attached cells after 15 min.
Au@DTDTPA(Gd) treatment and cell adhesion assay were con-
ducted as previously described using Lab-Tek™ II Chamber
Slide™ 8 wells coated with 10 µg mL−1 of fibronectin. 5 × 104

stained U251 cells were plated and after 15 min at 37 °C in a
humidified 5% CO2 atmosphere, the cells were gently washed
once with HBSS. The cells were fixed with PFA 4% during
30 min, and then gently washed once with PBS. F-Actin stain-
ing was performed using Alexafluor-488-conjugated phalloidin
(Ab176753, Abcam) diluted 1/1000 in PBS with 2% (w/v) BSA.
Phalloidin fluorescence was analyzed using an ImageXpress®
Micro Confocal device with 10× Plan APO objective and
MetaXpress Software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
Acquisitions were performed by exciting Alexafluor 488.
Emitted fluorescence was detected through the appropriate
wavelength window. Ten images were captured with a 1 µm
z-step.

Statistical analysis

The Mann–Whitney U test was used to compare untreated and
treated groups. A P-value less than 0.05 was considered as stat-
istically significant.

Conclusion

Over the last decade, Roux et al. have developed the
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles, i.e. original ultrasmall nano-
particles composed of a gold core and dithiolated polyamino-
carboxylate shell doped with ∼50 gadolinium ions, and
demonstrated their relevance and their potential for MRI-

guided radiation therapy.46,47 In particular, preclinical experi-
ments demonstrated that Au@DTDTPA(Gd) could be of inter-
est for the management of brain tumor.5

In the present work, exposure of U251 glioma cells to
Au@DTDTPA(Gd) led to high accumulation of gold nano-
particles, that were mainly diffusely distributed in the cyto-
plasm of the tumor cells. Our results showed no direct in vitro
cytotoxicity, and U251 cell proliferation was not altered. By
contrast, our experiments pointed out a noticeable decrease in
glioma cell invasiveness when tumor cells were exposed to
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles. As the proteolysis activities
were not directly affected by the intracytoplasmic accumulation
of nanoparticles under our experimental conditions, the anti-
invasive effect cannot be attributed to a matrix remodeling
impairment. Instead, Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles affected
the intrinsic biomechanical properties of U251 glioma cells,
such as cell stiffness, adhesion and generated traction forces,
and significantly reduced the formation of protrusions, thus
exerting an inhibitory effect on their migration capacities.

While initially developed for combining with radiation
therapy, the Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles could have huge
interest for therapeutic management of astrocytic tumors, not
only as an radio-enhancing agent but also by reducing invasive
potential of glioma cells. Indeed, it is well-established that
migrating/invading glioblastoma cells preserve their stem-like
properties with maintained tumorigenic potential52 which
makes anti-invasive strategies become a priority.53,54
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Abstract: This study aimed to evaluate the radiosensitising potential of Au@DTDTPA(Gd)
nanoparticles when combined with conventional external X-ray irradiation (RT) to treat
GBM. Using complementary biological models, the impact of treatments including
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles and/or RT (10 Gy single dose; 5 x 2 Gy or 2 x 5 Gy)
on U87 glioma cells was evaluated. The main tumor mass and the area of tumor
extension were considered.
In vitro  clonogenic assays showed that Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles exerted a
radiosensitising effect on U87 cells, and the combined treatment “RT 2 x 5 Gy +
Au@DTDTPA(Gd)” appeared beneficial  in vivo  compared to RT alone. Invasion
assays showed that irradiation alone tended to increase invasion distance, while the
combined treatments were able to significantly reduce tumor invasion. Monitoring of
U87-GFP tumor progression using organotypic cultures or intracerebral grafts
confirmed the anti-invasive effect of Au@DTDTPA(Gd) on irradiated spheroids. Most
importantly, the combination of Au@DTDTPA(Gd) with irradiation drastically reduced
the number, the viability and the aggressiveness of tumor cells able to escape from
U87 spheroids. Notably, the combined treatments significantly reduced the proportion
of escaped cells with stem-like features, that could lead to recurrence. Hence,
Au@DTDTPA(Gd)-enhanced radiotherapy opens up interesting perspectives for
glioblastoma treatment.
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Dear Editor, 
 
Enclosed, please find a manuscript entitled “Radiosensitization with gadolinium chelate-coated gold 

nanoparticles prevents aggressiveness and recurrence in glioblastoma” by Maxime Durand, Alicia 

Chateau, Justine Jubréaux et al. which we would like to be considered for publication in 

BIOMATERIALS.  

In accordance with your journal’s scope, the present study deals with original biomaterials, namely 

ultrasmall gadolinium chelate-coated gold nanoparticles, to improve conventional X-rays 

radiotherapy, for the treatment of brain tumors. To evaluate the radiosensitizing potential of 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles, our work explores for the first time the infiltrative component of the 

tumor in addition to the tumor mass. Our findings are particularly interesting because they reveal 

that the attractive potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles goes beyond their role of « physical 

radiation dose enhancer». Indeed, exposure to Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles prior to irradiation 

reduced the aggressiveness of glioblastoma cells, notably by decreasing the number and viability of 

invasive/infiltrating tumor cells, and altering their ability to give rise new tumor spheres, reflecting 

tumor recurrence. The strength of our work is to rely on various complementary biological models 

for our demonstrations. The publication of these results is of the utmost importance as they provide 

additional evidence in favor of the use of our gold nanoparticles in the treatment of brain tumors. 

This study has not been previously submitted in any language anywhere and it is not under 
simultaneous consideration by another journal. 
 
Thanking you for the consideration you will give to this manuscript. 
 
Yours sincerely, 
 
 
Sophie PINEL   
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ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the radiosensitising potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles when 

combined with conventional external X-ray irradiation (RT) to treat GBM. Using complementary biological 

models, the impact of treatments including Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles and/or RT (10 Gy single dose; 

5 x 2 Gy or 2 x 5 Gy) on U87 glioma cells was evaluated. The main tumor mass and the area of tumor 

extension were considered.  

In vitro clonogenic assays showed that Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles exerted a radiosensitising effect on 

U87 cells, and the combined treatment “RT 2 x 5 Gy + Au@DTDTPA(Gd)” appeared beneficial in vivo 

compared to RT alone. Invasion assays showed that irradiation alone tended to increase invasion distance, 

while the combined treatments were able to significantly reduce tumor invasion. Monitoring of U87-GFP 

tumor progression using organotypic cultures or intracerebral grafts confirmed the anti-invasive effect of 

Au@DTDTPA(Gd) on irradiated spheroids. Most importantly, the combination of Au@DTDTPA(Gd) with 

irradiation drastically reduced the number, the viability and the aggressiveness of tumor cells able to 

escape from U87 spheroids. Notably, the combined treatments significantly reduced the proportion of 

escaped cells with stem-like features, that could lead to recurrence. Hence, Au@DTDTPA(Gd)-enhanced 

radiotherapy opens up interesting perspectives for glioblastoma treatment. 
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Gold nanoparticles, Radiotherapy, Brain tumor, tumor cell invasion, tumor recurrence 
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INTRODUCTION 

 

Glioblastoma (GBM), the most common and aggressive brain malignancy in adults, is treated using a 

multimodal treatment including maximal safe surgical resection to the extent feasible, followed by 

radiation therapy with concomitant and adjuvant temozolomide-based chemotherapy. The major obstacle 

to a cure is diffuse invasion. Indeed, GBM is characterized by an invasive phenotype, which enables tumor 

cells to invade healthy brain and migrate along existing brain structures, including blood vessels, white 

matter tracts and meninges1. The highly migratory capability of these tumor cells is thought to be 

responsible for the short overall survival of GBM patients, since infiltrative cells escape treatments, notably 

from cytoreductive surgery, and may lead to recurrence. More worrying, several experimental converging 

clues suggest that migration/invasion abilities of glioblastoma cells could be enhanced by conventional 

irradiation2. For example, Wank et al. have reported that 8 out of 10 glioblastoma cell lines (7 patient-

derived primary GBM and 3 established cell lines) exhibited increased invasiveness after low-LET photon 

irradiation3. Although the underlying mechanisms remain unclear, ionizing radiation can trigger direct and 

indirect cellular reprogramming, promoting invasive behavior2,4. 

Over the past decades, major research efforts have been made to develop radiosensitizers in order to 

improve tumor cells death whilst minimizing side effects in normal tissue, relying on different mechanisms 

of sensitization5,6 (e.g. targeting tumor hypoxia, modulation of cell signalling, targeting DNA repair…). 

Among the more recent innovations, hafnium-based nanoparticles have recently been approved in Europe 

as radioenhancers for the treatment of locally advanced soft tissue sarcoma (NBTXR3, Hensify®, 

Nanobiotix) and several other metal-based nanoparticles are under investigation to treat radioresistant 

cancer including brain tumors7. Indeed, high atomic element (Z) nanomaterials such as gold (Z=79) and 

gadolinium (Z=64) have gained widespread attention as dose enhancer in radiotherapy, due to their strong 

attenuation of photons, and ability to increase the local deposition of radiation8–12. Although the 

radiosensitization effect of metal-based nanomaterials was initially attributed to this physical mechanism, 

an increasing number of studies challenge this mechanistic hypothesis and evidence the importance of 

chemical and biological contributions13. In particular, metal-based nanoparticles can favor the production 

of reactive oxygen species into cell, induce DNA double strand breaks formation14 or affect cell 

adhesion15or invasion16.  

In this context, Roux et al. have developed the Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles, which are ultrasmall 

polyaminocarboxylate-coated gold nanoparticles, then labelled with Gd3+ ions17. These nanoparticles 

exhibit a promising potential for MRI-guided radiotherapy18. Indeed, previous work has shown that 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles behaved as positive contrast agents for magnetic resonance imaging (MRI) 

and were able to improve the radioresponse of an intracranial 9L gliosarcoma model when the xenograft-

bearing rats were treated with microbeam radiotherapy (MRT). MRT is a novel radiotherapy method based 
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on a spatial fractionation of synchrotron-generated X-ray beams, allowing to deliver high-dose of 

irradiation at a very high rate with high-precision.  

For further investigation, the present study aims at evaluating the radiosensitizing potential of 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles when combined with more commonly used X-ray irradiation and closer to 

clinical treatments. Given the risk of radiation-induced invasiveness, we have not only explored the effects 

of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on the main tumor mass but also focused on the area of tumor 

extension. To answer this question, we have implemented complementary biological models (2D or 3D 

cell cultures, organotypic brain slice culture, orthotopic xenografts under chronic cranial windows…) and 

assessed the impact of combined treatments Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles + RT on tumor progression 

considering various irradiation regimens. In an original way, we were interested in tumor cells able to 

escape from the main tumor mass and infiltrate the healthy tissue in the context of irradiated tumors.   
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MATERIALS AND METHODS 

Cell culture 

The human primary glioblastoma cell line U87 (ATCC® HTB-14™, LGC Standard, France) was grown in 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 0.4% L-

asparagine, 0.36% L-serine, 1% L-glutamine, 1% essential amino acids, 0.5% non-essential amino acids, 

0.4% vitamins, 1.25% sodium pyruvate, and 1% penicillin–streptomycin. Cells were maintained in 

monolayers in a tissue culture incubator at 37 °C under a 5% CO2 95% air atmosphere and were subcultured 

twice a week. DMEM, amino acids, vitamins, and antibiotics were purchased from Gibco/Life Technologies 

(France), while other reagents were obtained from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Cell counting was 

performed using a TC20™ automated cell counter (Bio-Rad, France) and viability assessment was 

determined using Trypan blue exclusion assay. 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles  

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles were synthetized and characterized as previously described in our 

published work19.  For a typical preparation of gold nanoparticles, HAuCl4·3H2O (200 mg, 51x10-5 mol) was 

placed in a 250 mL round-bottom flask and was dissolved with methanol (60 mL). In another flask, DTDTPA 

(256 mg, 50x10-5 mol), water (40 mL) and acetic acid (2 mL) were mixed. This solution containing DTDTPA 

was added to the gold salt solution under stirring. The mixture turned from yellow to orange. NaBH4 (195 

mg, 515x10-5 mole) dissolved in water (13.2 mL) was added to the solution containing gold salt and DTDTPA 

under stirring at room temperature. At the beginning of the NaBH4 addition, the solution first became 

dark brown then a black flocculate appeared. The vigorous stirring was maintained for 1h before adding 

aqueous hydrochloric acid solution (2 mL, 1 M). After the partial removal of the solvent under reduced 

pressure the precipitate was retained on the polymer membrane and washed thoroughly and successively 

with 0.1 M hydrochloric acid, water and acetone. The resulting black powder was dried (up to 200 mg of 

dry powder of Au@DTDTPA) and dispersed in aqueous solution of sodium hydroxide (NaOH 0.01 M) to 

have a final concentration of 50 mM in gold. 

The labeling by gadolinium ions is performed through the addition of GdCl3 to colloidal solution under 

stirring at room temperature. For a final gold concentration of 45 – 50 mM, the gadolinium concentration 

is 5 mM. 

Radiotherapy  

Radiotherapy treatments were delivered using an X-Rad 320 (Precision X-Ray, USA) pre-clinical cabinet 

irradiator devoted to the irradiation of cell cultures and small animals in research. In vitro irradiation was 

performed using 160 kV energy X photon beams while in vivo irradiation used 320 kV energy X photon 

beams. The dose rate was 2 Gy/min. Various radiotherapy schedules were applied. For clonogenic assays, 
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2D cell cultures were irradiated at 2, 4, 6, or 10 Gy monodose. Irradiated spheroids received a total dose 

of 10 Gy, delivered either as a single dose of 2, 5 or 10 Gy at T8 or 5 fractions of 2 Gy (one fraction per day 

at T8, T9, T10, T11, T12) or 2 fractions of 5 Gy (at T8 and T11).  

Clonogenic assays  

As previously described20, 1 × 105 U87 cells were plated in 25 cm² culture dish. Seventy-two hours after 

seeding, cells were incubated without or with Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles (5 mM for 24h), washed 

twice with HBSS and then irradiated at different doses (0, 2, 4, 6, 10 Gy) in fresh culture medium. A total 

of 104 cells were plated in soft-agar in 6-well plates and incubated for 12 days à 37°C 5% CO2. For improved 

contrast, surviving colonies were stained with 1 ml of MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide] solution (1 mg/ml) and counted using GelCount™ device (Oxford Optronix, 

Abingdon, UK). Only colonies containing at least 50 cells were considered. Measurements were performed 

in triplicate, experiments were repeated five times. Results of clonogenic assays were plotted as survival 

curves showing the fraction of surviving cells as a function of the dose of ionizing radiation. The 

experimental data were fitted to a linear quadratic model, according to the equation 𝑆𝐹 =

𝑒−(𝛼𝐷+𝛽𝐷2) (with SF being the Survival Fraction, D the dose of radiations in Gy and ,  radiobiological 

curve fitting factors, respectively). Dose modifying factor (DMF) was calculated for an isoeffect 

corresponding to SF = 75%.  

Experimental process for obtaining spheroids culture and escaped/invading cells. 

Suppl. Meth. 1 summarizes the experimental process used to generate U87 or U87-GFP spheroids and 

escaped/invading cells. Briefly, 5 × 105 cells were plated in 75 cm2 flasks previously coated with 

hydrophobic poly(2-hydroxyethyl methacrylate) to prevent cell adhesion. Three days later, small cell 

clusters were harvested and placed in a spinner culture flask (T0) with magnetic stirring for 7 days to allow 

the spheroids to grow. On the seventh day (T7), the spheroid suspension was filtered through 380 and 520 

μm nylon mesh filters in order to collect spheroids of homogeneous size (∼400–500 μm).  

After filtration, spheroids were seeded (i) in low-attachment 6-well plates to limit cell adhesion at a rate 

of 15 spheroids per well for most of experiments or (ii) in Labtek II™ 8 wells at a rate of 3 spheroids per 

well for immunocytochemistry. For the nanoparticles-treated groups, the spheroids were exposed to 5 

mM Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles for 24 hours. At T8, the culture medium containing Au@DTDTPA(Gd) 

nanoparticles was removed and, after gentle washing with HBSS, replaced with fresh culture medium. For 

the radiotherapy-receiving groups, the spheroids were treated on T8 or between T8 and T12 according to 

the irradiation schedule delivered (single dose vs fractionated irradiation). Meanwhile, under all 

conditions, many tumor cells escaped from the main tumor mass and adhered to the bottom of the flasks: 

we defined these as "escaped cells" or "invading cells". For most of experiments, the spheroids were 
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harvested at T13, while the “invading cells” were left in culture for a further 48 hours. At T15, the escaped 

cells were photographed using a transmitted light microscope (Nikon DIAPHOT 300 equipped with a Nikon 

Digital sight-DS-Fi1 camera; 40X magnification) before being harvested by trypsinization (tryspin with 

0.05% EDTA (v/v)) for further assays.  

Effect of treatments on spheroids’ size 

After filtration, spheroids (∼400–500 μm) were exposed to 5 mM Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles for 24 

hours. At T8, after gentle washing with HBSS, the spheroids received a 10 Gy monodose of X-ray radiation. 

Subsequently, the U87 spheroids were transferred and seeded individually into 96-well plates, previously 

coated with hydrophobic poly(2-hydroxyethyl methacrylate). On the day of seeding and 8 days later, each 

spheroid was imaged with the GelCount™ device allowing us to determine the volume of spheroids.  

Conventional 3D invasion assays 

Conventional 3D invasion assays have been carried out to determine the impact of radiotherapy on 

invasiveness properties of tumors, in presence or absence of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles. The 

influence of the X-photon dose and the influence of the fractionation regimen were assessed (Suppl Meth. 

1). To evaluate the “dose effect”, irradiated U87 spheroids received a single dose of 2 Gy, 5 Gy or 10 Gy at 

T8 and untreated or treated spheroids were harvested, just after treatment. To evaluate the “fractionation 

effect”, we compared 3 schedules of irradiation at the total dose of 10 Gy: between T8 and T12, U87 

spheroids were irradiated either at 10 Gy-monodose, with 2 fractions of 5 Gy (2 X 5 Gy) or with 5 fractions 

of 2 Gy (5 X 2 Gy) and untreated or treated U87 spheroids were recovered at T13. Conventional 3D invasion 

assays were performed and analysed as previously described19 (Suppl Meth. 2). Briefly, each spheroid was 

placed into individual well of 96-well plate and then embedded with 100 µL of a mix of Matrigel® and 

hyaluronic acid (100 µg/mL). Spheroids were maintained at 37℃ in a humidified 5% CO2 atmosphere for 4 

days, allowing invasion and migration processes to take place. For improved contrast, viable cells of the 

tumor core and invasion area were stained with thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT 1 mg/mL). 

Invasion was imaged using the GelCount® device (Oxford Optronix, UK) and quantified with ImageJ 

software: the total area of invasion (manual yellow delineation) and the core area (white delineation) as 

well as the invasion distance (µm) were determined.  

Organotypic brain slice cultures 

The model of organotypic brain slice culture was adapted from the previously published protocols21. Six–

eight-week-old nude mice were euthanized and the brain was isolated. After removing the cerebellum 

with a scalpel, the brain was transferred to the vibratome (Leica VT1200 S) platform and immediately fixed 

to this device by applying a drop of superglue. The device was adjusted and the brain was placed facing 

the blade, in order to obtain 400 μm thick coronal slices with a maximal speed of 0.2 mm/s. At least 6 slices 
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from each brain were collected and each one was positioned on interface-style Millicell culture inserts 

(Millipore, France) in 6 well culture plates containing 1 mL of sterile slice culture medium. The brain slice 

medium is composed of 50% DMEM, 25% HBSS, 25% heat-inactivated horse serum, 1 mM L- glutamine, 

100 U/ml penicillin/streptomycin. Brain slices were incubated at 37°C and the culture medium was 

changed from the bottom of each well every 2 days. Brain slices were prepared 48h before tumor 

implantation. At T8, the brain slices were breached with a 21G hypodermic needle and untreated or 

treated U87-GFP spheroids were deposited into the breaches using a pipet (defining the day of spheroid 

implantation Di). The organotypic brain slices cultures were maintained for at least 12 days.  

Mitotic catastrophe detection 

After harvesting, counting, and assessing the viability of escaped cells from U87 spheroids (at T15), cells 

were cytocentrifuged at a concentration of 2.5 x 104 cells per slide for 1 minute at 500 rpm (Sakura, 

AutoSmear CF-12DE). The cells were then fixed in 10% neutral buffered formalin for 30 minutes. The slides 

were rinsed with PBS once. The slides were then stained with hematoxylin/eosin for visualization of nuclei. 

A mounting solution was deposited on the slides for histological staining preservation (Eukitt®). Snapshots 

of the slides were obtained at x10 magnification using an optical microscope (Nikon, DIAPHOT 300) 

equipped with a camera (Nikon, Digital sight-DS-Fi1). Ten pictures per slide were taken for data processing.  

Imunocytofluorescence  

At T15, escaped cells in Labtek™ II 8 wells were fixed with 4% (v/v) PFA for 30 minutes and then gently 

washed once with PBS. Cells were permeabilized with 0.1% (v/v) Triton-X-100 diluted in PBS for 10 minutes. 

The cells were gently rinsed for 5 minutes with PBS. Cells were saturated in 2% (w/v) BSA solution diluted 

in PBS for 1 hour. 150 µl of anti-connexin 43 primary antibody (rabbit polyclonal IgG, C6219, Sigma; dilution 

1:400 in 2% PBS-BSA) was gently deposited into Labtek™ II wells. The antibody was incubated at 4°C 

overnight. The next day, slides were washed with PBS (3 times for 5 minutes). The Fc part of the primary 

antibody was detected with an Alexa Fluor 555-conjugated secondary antibody (Goat IgG anti-Rabbit IgG, 

Interchim, FP-SD5000; dilution 1:400 in 2% PBS-BSA). F-Actin was detected with Alexafluor-488-

conjugated phalloidin (Ab176753, Abcam; dilution 1:1000 in 2% PBS-BSA). In practice, 150 µl of a mixed 

solution containig the Alexa Fluor 555-conjugated secondary antibody and the Alexafluor-488-conjugated 

phalloidin was deposited in Labtek II wells for 1 hour in the dark, at room temperature. The cells were then 

rinsed for 5 minutes with PBS, 3 times. Nuclei were counterstained with Hoechst 33432 (Thermo Scientific, 

62249; dilution 1:1000 in PBS) for 15 minutes.  Cells were rinsed once with PBS and then a solution against 

photobleaching (Ibidi, 50001) was applied before slide-lamellar mounting. Phalloidin and secondary 

antibody fluorescence was analyzed using an ImageXpress® Micro Confocal instrument with a 10x and 20x 

APO Plan objective and MetaXpress software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Acquisitions were 
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performed by exciting Alexafluor 488 and Alexafluor 555. The emitted fluorescence was detected in the 

appropriate wavelength window.  Ten images were captured with a 0.2 μm z-step. 

Zymography 

For these experiments, after spheroid withdrawal at T13, culture medium of invading cells was replaced 

by reduced serum media (Opti-MEM I reduced serum medium, no phenol red, Gibco). Supernatants from 

the escaped cells were collected at T15 on ice and centrifuged at 300G for 10 minutes at 4°C to remove 

cell debris. The quantification of the secreted proteins in the supernatants was performed by colorimetric 

assay using Pierce™ BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, France). 4 µg of proteins were 

respectively deposited in a 10% polyacrylamide gel with 1% porcine gelatin (Sigma Aldrich, France). 

Proteins migrated for two hours at 4°C. Gelatinases were reactivated in a pH 7.6 buffer for 24 hours at 

37°C. After staining with 0.2% Coomassie Blue (Thermo Fisher Scientific, France) for at least 15 min, MMP 

activity was revealed using a Doc XR+ Gel (Bio Rad, France). Densitometric quantification of the bands was 

performed with ImageJ software. 

Neurosphere assays 

After recovery by trypsinisation, escaped cells were seeded at a concentration of 1 x 105 cells per well in 

low-attachment 6-well plates. For neurosphere assays, the serum-free culture medium used was a DMEM-

F12 medium containing 0.001% insulin (v/v), 1% penicillin/Streptomycin (v/v), 2% B27 reagent (v/v), 1% N2 

reagent (v/v), 0.002% EGF (v/v), and 0.002% β FGF (v/v). Plates were placed at 37°C under a humid 

atmosphere diffusing 5% CO2 for 4 days. At the end of experiments, for improved contrast, the formed 

floating neurospheres were stained by addition of 1 mL of MTT at a concentration of 1 mg/mL and 

incubated for 3 hours before revelation with the GelCount™ device (Oxford, Optronix). GelCount™sofware 

was used to count neurosphere and measure neurosphere size. 

Analysis of Gene Expression by RT-qPCR 

RNA extraction and cDNA synthesis were performed as described in Suppl Meth. 3. Among the 5 reference 

genes selected, GAPDH and RPL32 were identified as the most stable genes according RefFinder web-tool 

(Xie et al, 2012). The list of reference and targeted genes is given in Suppl Meth. 3. Quantitative reverse-

transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) was performed with qPCRBIO SyGreen Blue Mix 

according to manufacturer instructions (PCRBIOSYSTEMS), in a Biorad CFX96 Touch thermocycler using 

the Bio-Rad CFX Maestro 2.3 software. Relative gene expression was calculated using the 2(-Delta Delta 

C(T)) Method22. 

In vivo experiments 

The in vivo experiments were performed in the institution EU 0393 CRAN UMR 7039 (approval number 

D54-547-03). The experiments were performed on 6-week-old female homozygous BALB/cAnNRj-Foxn1nu 
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nude mice (20-25 g in weight) (Janvier Lab, France). After evaluation by the “Comité d'Ethique Lorrain en 

Matière d'Expérimentation Animale” (CELMEA, C2EA-66), these experimental protocols have received the 

necessary ministerial authorisations (APAFIS numbers: 4776-2016040118263024. v4 and 14597-

2018040722467360.v7) certifying that the housing conditions, the experiments and the surgical 

techniques implemented were in accordance with the ethics and legislation in force. All experiments 

(surgery, intravital microscopy observation, radiotherapy treatment) were performed on anaesthetised 

animals. Anaesthesia consisted of an intraperitoneal injection (5 μL/g body weight) of a mixture of 

ketamine (90 mg/kg, Imalgen 500, Merial, France) and xylazine (8 mg/kg, Rompun 2%, Bayer Health Care, 

France) diluted in water for injection. 

Chronic cranial window model. The chronic cranial window model (Suppl Meth. 4) is a model adapted 

from the previously published protocols that allows for longitudinal following of intracerebral tumor 

progression23–25. After anaesthesia, the mice were placed on a heating blanket and secured in a stereotaxic 

frame. A sterile ointment is applied to the eyes to prevent keratitis and the surgical site was cleaned by 

0.2% chlorexhidine solution. A subcutaneous injection of 50 μL of 2% xylocaine was performed at the 

surgical site. To prevent the formation of cerebral oedema after surgery, an intramuscular administration 

of dexamethasone (20 μL of a 2 mg/mL solution) was performed in the quadriceps. An incision (half circle 

of about 1 cm2) was carefully made over the skin of the right hemisphere and a skin flap as well as the 

periosteum were gently removed. Using a microdrill (Foredom®, MH 150, Phymep, France), a craniotomy 

corresponding to a circle of approximately 4 mm in diameter between the bregma, sagittal and lambdoid 

sutures was performed through careful drilling. The dura mater was quickly removed with fine forceps. In 

the centre of the trepanning area, a breach was created within the cortex near a vascular network. A U87-

GFP spheroid, approximately 450 μm in diameter, was deposited into the breach. For in vivo evaluation of 

treatment efficacy, we grafted U87-GFP spheroids immediately after filtration (i.e. T7 of the spheroid 

process) whereas to study U87 tumor invasion after treatments, U87-GFP spheroids were treated in vitro 

prior to in vivo implantation (i.e. T8 of the spheroid process) (Suppl Meth. 5).   

To sterilely seal the trepanning hole, the brain was covered with a sterile circular glass slide (diameter 5 

mm) fixed with cyanoacrylate glue (Histoacryl®, Braun, Spain) and dental acrylic (Mega dur, Megadental, 

GmbH, Germany). The cyanoacrylate glue, applied to the peripheral skull and the edges of the flap, was 

used to seal the bone flap. A thin layer of dental acrylic was applied under the skin at the wound margins 

and also covering a small edge of the flap to strengthen fixation. 

Intravital microscopy. A Nikon AZ100 fluorescence microscope (Nikon, France) was used for longitudinal 

monitoring spheroid viability, growth and progression. Acquisition of fluorescence signals was performed 

in the appropriate wavelength window: for GFP (Exc 395 nm/Em 504 nm) and Cy5 (Exc 650 nm/Em 670 

nm). Three or five days after surgery, a first imaging was performed to chek the good vascularization of 
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the spheroids, a prerequisite for their long-term viability. Intravital microscopy observations were 

repeated once a week.  

In vivo evaluation of treatment efficacy. Suppl. Meth. 6 summarizes the experimental schedule used. Five 

days after spheroid implantation (Di), mice with well-vascularized tumor were randomly assigned to the 

different treatment groups and treatment was started, defining the D0 of the following. Au@DTDTPA(Gd) 

nanoparticles were injected intravenously at a dose of 75 mg/kg from a 10 g/L solution. Radiotherapy-

treated mice received a 2 X 5 Gy schedule (i.e. 5 Gy irradiation on D0 and D3). For the combined 

treatments, Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles were administered 10 min before the first irradiation fraction. 

Tumor volumes (V) were calculated from the recorded fluorescence images, according to the equation 

𝑉 =  
[𝑑2× 𝐷]

2
  where d and D represent the smallest and the largest diameter, respectively. Relative tumor 

volume was determined by dividing tumor volume on day X by tumor volume on D0. 

Statistical analysis 

The Mann–Whitney U test was used to compare untreated and treated groups. A P-value less than 0.05 

was considered as statistically significant. # : represents statistically significant difference between the RT 

groups versus Ctrl group. * : represents statistically significant difference between Au@DTDTPA(Gd) group 

versus Ctrl group or between groups receiving combined treatment versus groups receiving irradiation 

alone.   
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RESULTS AND DISCUSSION 

Radiosensitizing potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles. 

To assess the radiosensitizing effects of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles when combined with photon 

irradiation, a stepwise experimental approach from in vitro assays to in vivo studies was implemented to 

take into account the intrinsic properties of cancer cells alone and then in their microenvironment. 

So, in a first time, the radiosensitizing potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles was evaluated in vitro 

by clonogenic assays on U87 glioblastoma cells. Figure 1A shows the radiation dose–response curves for 

U87 cells monolayers exposed or not to 5 mM of NPs for 24h: the proportion of surviving U87 cells 

irradiated at 2 Gy and 10 Gy was lower after exposure to gold nanoparticles (85% and 45%, respectively) 

than in the absence of gold nanoparticles (94% and 63%, respectively), and the dose modifying factor 

(DMF) reached 0.5.  

In parallel, we have assessed the effects of the treatment combining RT (10 Gy monodose) and 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on 3D cell culture models and compared them to the control group (no 

RT, no nanoparticles), the group only exposed to the nanoparticles and to the group only submitted to RT 

(Figure 1B). Hence, the growth of U87 spheroids was monitored by optical microscopy for 1 week after 

treatments: our results showed that the volume of spheroids exposed to RT 10 Gy alone or to 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles + 10 Gy irradiation was significantly reduced, as compared to untreated 

spheroids. Moreover, the spheroids receiving the combined treatment was significantly smaller than those 

treated by RT alone, suggesting that the exposure to nanoparticles was able to enhance the antitumor 

effect of X-ray irradiation. In a previous work, using the alkaline Comet assay, Miladi et al. showed that 

exposure to Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles enhanced the amount of DNA damage in U87 cells submitted 

to 137Cs-gamma radiation at two different doses (5 and 10 Gy)18. As DNA damage is the main cause of 

radiation-induced cell death, the radiosensitizing effect observed in vitro in our study may be the 

consequence of increased DNA damage.  

These promising in vitro results led to in vivo testings in which we used an intracerebral xenograft model 

of U87-GFP spheroids under chronic cranial windows and a fractionated X-ray irradiation regimen (i.e. RT 

2 X 5 Gy). As the radiosensitizing effect depends mainly on the accumulation of nanoparticles in the tumor 

tissue, we previously verified by intravital microscopy the presence of Cy5-labelled Au@DTDTPA(Gd) 

nanoparticles26 in the intracerebral tumour after i.v. injection (Suppl Fig 1).  

The model of U87-GFP spheroid under the chronic cranial window was relevant to evaluate the 

radioresponse of brain tumors in vivo, because it allowed for long-term monitoring of tumor progression 

which could be performed for 30 days after randomization of the animals: based on the acquisition of 

fluorescence images, relative tumor volume (RTV) were determined and plotted as a function of time on 

figure 1C for each mouse in each therapeutic group. As compared to the exponential growth of untreated-
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tumors, all treatments have slowed down tumor growth. So, mean RTV at D30 have reached 145 for NPs-

treated tumors, 77 for RT-receiving mice and only 46 for tumors treated by RT+NPs, suggesting that 

combined treatments were more efficient to delay tumor growth than radiotherapy alone. Consistently, 

the median time for tumors to reach a RTV equal to 30 was 18.4 days for RT group vs 25.1 days for RT+NPs 

group (Table 1). In addition, the progression of RT-receiving tumors seemed more heterogenous than 

those of tumors treated by RT+NPs. For example, on D20, 5 out of 8 RT-treated mice exhibited RTV ≥30 

while 0 out of 8 mice receiving combined treatment. In comparison to RT alone, the combined treatment 

RT+NPs seemed beneficial, even though the benefit was less marked than that reported by Miladi et al. 

with synchrotron-generated X-ray microbeams that allows for very high dose of irradiation at very high 

dose rate. Low dose rate of conventional X-rays irradiation was likely less favorable to physical interactions 

between ionizing radiations and gold nanoparticles, leading into less cellular damages.  

Strikingly, the contouring of tumors and the volume determination appeared more difficult in RT-receiving 

mice, because of areas of tumor extension not so bright and more blurred than in other groups (Suppl. Fig 

2). Several converging experimental clues suggest that therapeutic intervention such as irradiation might 

promote tumor cell invasion abilities27,28. We therefore wondered whether more diffuse progression 

occurs for RT-treated tumors with perhaps, more neoplastic cells infiltrating the peripheral regions of 

glioblastoma spheroid and we assessed the impact of nanoparticles exposure.  

Anti-invasive effects of Au@DTDTPA(Gd) on irradiated cells.  

To address the invasion of U87 cells after treatments, we have explored invasion properties using 3 distinct 

and complementary models based on spheroids: in the first one, untreated or treated U87 spheroids were 

embedded in a matrix composed of Matrigel® and hyaluronic acid, consistently with conventional “3D 

invasion assays”; the second model corresponded to organotypic brain slice cultures, allowing untreated 

or treated U87-GFP spheroids to grow in vitro into cerebral environment; and the third model consisted 

in implanting a U87-GFP spheroid after in vitro treatment into brain parenchyma of mice under a cranial 

window for intravital microscopy-based monitoring.   

Conventional 3D invasion assays have been carried out to determine the impact of radiotherapy on 

invasiveness properties of tumors, in presence or absence of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles. The 

influence of the X-photon dose (2 Gy, 5 Gy or 10 Gy) (Figure 2A) and the influence of the fractionation 

regimen (10 Gy-monodose, vs 2 fractions of 5 Gy (2 X 5 Gy) vs 5 fractions of 2 Gy (5 X 2 Gy)) were assessed 

(Figure 2B). The surface of tumor cores was slightly impacted by irradiation whatever the dose and the 

regimen considered, as compared to control group. Unexpectedly, radiotherapy failed to reduce tumor 

cell invasion expressed as area or distance of invasion. Worse, the irradiation tended to increase the 

average surface or distance of invasion and the difference became statistically significant in particular for 

the 5 X 2 Gy regimen (793 ± 126 µm vs CTRL 525 ± 144 µm; p < 0.0001), which represents the usual clinical 

radiotherapy protocol. These results suggest that radiotherapy could stimulate invasion, especially for the 
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most unfavorable irradiation schedule, which is consistent with previously reported data2. While surface 

of spheroid’s core was globally unchanged in groups receiving nanoparticles + irradiation (as compared to 

control group), measured surfaces or distances of invasion were in mean lower in RT+NP groups than in 

RT groups, suggesting that the combined treatments were efficient to interfere with glioblastoma cell 

invasiveness after irradiation. For example, the surface of invasion was only 1.67 ± 0.64 mm² when 

spheroids were treated by Au@DTDTPA(Gd) + 2 x 5 Gy irradiation while it reached 2.42 ± 0.67 mm² for 2 

x 5 Gy irradiation alone (p=0.003). These results are consistent with previous studies showing the reduction 

of cell migration of various carcinoma lines treated with gold nanoparticles in combination with 6 MV X-

rays29,30. 

As this conventional in vitro model limits the duration of monitoring, we attempted to confirm these 

results by implementing complementary approaches. When untreated- or 10 Gy-irradiated U87-GFP 

spheroids were grafted onto organotypic brain slices, the progression of fluorescent tumor cells in cerebral 

environment were followed over 12 days after implantation (Fig 2C). It is noteworthy that tumor 

progression comprises the growth of the central cores along with their infiltrating extensions. While the 

sole exposition of spheroids to Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles did not lead into any change as compared 

to control group, 10 Gy-irradiated spheroids exhibited reduced tumor progression but diffuse infiltration 

was clearly noticeable. By contrast, pre-treatment by Au@DTDTPA(Gd) of 10 Gy-irradiated spheroids led 

into reduced infiltrating area.  

To complete this, implantation of U87-GFP into the brain parenchyma under a cranial window allowed for 

a longer-term follow-up (Suppl Fig 3). Untreated spheroids and NPs-treated spheroids resulted in rapid 

growth of tumor mass, forcing the sacrifice of mice before day 30 of follow-up. In contrast, the in vivo 

environment revealed specific tumor behavior after radiation therapy. Ten Gy-irradiation induced a 

dramatic reduction of tumor mass until it almost disappeared but isolated tumor cells escaped from the 

tumor bulk and progressively disseminated into the brain parenchyma, causing disease symptoms 

(considered as end points implying euthanasia) after 75 days. When spheroids were treated by 10 Gy-

irradiation plus Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles, the tumor cells disappeared, allowing the animals to 

remain alive until the end of the study (> 4 months). Taken together, our results confirmed the anti-

invasive effects of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles and suggested that nanoparticles could prevent tumor 

cells from escaping from the main tumor mass and disseminating into normal brain parenchyma, which 

required further investigations.        

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles reduced the number of invading tumor cells after irradiation. 

Next, in vitro experiments were conducted to focus on invading cells that have escaped from U87 

spheroids. Cell count at T15 revealed that fifteen U87 spheroids give rise to 1.59 ± 0.27 x 105 invading 

tumor cells among which 80.2 ± 4.4 % are viable cells (Figure 3A and 3B). These invading cells mainly 
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formed new clusters all over the culture well (red arrows), and clusters could be linked together by isolated 

cells that emitted membrane extensions (Fig 3C).  

For the irradiated spheroids, in addition to their slower growth, the number of invasive cells was 

significantly reduced as compared to control group, although the rate of inhibition depended on the 

treatment regimen. Not surprisingly, the single-dose schedule was the most effective in limiting tumor cell 

invasiveness. Indeed, the 10 Gy monodose treatment divided the number of invasive cells by a factor of 

2.3 (0.67 ± 0.17 x 105 cells; p = 0.002) (Figure 3A) and induced a significant decrease of viability (53.5 ± 

13.3% ; p = 0.002) of the invading tumor cells (Figure 3B). The fractionated schedules (5 X 2 Gy and 2 X 5 

Gy) reduced the number of invasive cells by approximately 25% and 40%, respectively. As the efficacy of 

radiation therapy increased, cell morphology became more altered with an increasing proportion of cells 

that were larger and more spread out, and fewer tumor cell clusters could be observed (Figure 3C and 

Suppl. Fig 4A). It is noteworthy that in all RT groups, thin and very long membrane extensions (i.e. some 

exceeding 500 µm in length) often connected the remaining tumor cells together.  

Fifteen U87 spheroids exposed to 5 mM of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles gave rise to 1.20 ± 0.15 x 105 

invading tumor cells, i.e. 25% less than untreated spheroids (Figure 3A). The viability of invading cells was 

slightly affected by nanoparticles treatment (73.7 ± 5.6%; not statistically significant) (Figure 3B). In this 

condition, only few clusters were detectable in the culture wells and isolated cells remained connected by 

membrane extensions (Suppl. Fig 4A). Whatever the RT regimen considered, the association of 

nanoparticles with irradiation brought a significant benefit. Thus, the regimen 10 Gy monodose + NPs 

divided the number of invasive cells by a factor of 4.1, with only 0.39 ± 0.10 x 105 cells escaped from 15 

spheroids (Figure 3A) and the viability was less than 50% (Figure 3B). In this case, invading cell morphology 

was critically altered, no tumor cell clusters have been formed, and few smaller membrane extensions 

failed to connect remaining tumor cells together (Suppl. Fig 4A).  

The low cell viability along with the altered morphology of invading cells have drawn our attention. In a 

previous study, we have demonstrated that 5 nm gold nanoparticles were able to enhance radiation-

induced mitotic catastrophe31. Mitotic catastrophe (MC) is defined as inopportune entry into mitosis 

despite the persistence of non-repaired DNA lesions. This phenomenon can occur during the first or 

subsequent cell divisions after irradiation, and results in the loss of clonogenic ability. Mitotic catastrophe 

is characterized by unique nuclear alterations that lead to micronucleation and/or multinucleation and is 

considered as the main event that precede radiation-induced cell death32–34. Consistently, we attempted 

to visualize micro- and multinucleation of invading cells using hematoxyllin and eosin staining to detect 

morphologically abnormal nuclei (Suppl Fig 4B) and we have determined the rate of MC for each 

therapeutic condition (Fig 3D). While MC concerned only 7.5 ± 0.7 % of cells in control group, the rate of 

MC significantly increased after radiotherapy, whatever the irradiation schedule applied. Fractionated 

schedules led into 23.7 ± 1.6% (for 5 x 2 Gy) and 31.9 ± 1.9 % of MC (for 2 x 5 Gy) and as expected, 10 Gy 
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single-dose irradiation was the most effective regimen, inducing 37.5 ± 2.5% of MC. Exposure of spheroids 

to Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles doubled the rate of MC in invasive cells (14.8 ± 1.4%, p=0.008) as 

compared to control group and significantly enhanced MC events in case of fractionated irradiation (e.g. 

38.2 ± 1.9% for NPs + RT 2 x 5 Gy ; p = 0.007 compared to RT 2 x 5 Gy alone) (Figure 4D). These results 

confirmed the ability of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles to impair the long-term survival of invading cells 

after irradiation.   

In parallel, we attempted to characterize the actin-rich membrane protrusions (Fig. 3E). 

Immunocytochemistry experiments revealed that in RT groups, punctate connexin 43 immunoreactivity 

was visible along protrusion. These actin-based tubular connections are reminiscent of the tumor 

microtubes previously described by the Winkler’s research team35,36. Considering the groups of spheroids 

receiving RT and NPs, Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles seemed to interfere with the emission of cellular 

protrusions and connexin 43 immunoreactivity mainly corresponded to diffuse intracytoplasmic staining.  

Agressiveness and recurrence potential of invading tumor cells post-irradiation was altered by 
Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles 

For cellular locomotion and invasion, invading glioma cells need remarkable plasticity and proteolytic 

activity allowing them to move through the brain parenchyma: this relies on membrane protrusions and 

invadopodia, which contribute to ECM degradation, facilitated by the secretion of proteases37. Thus, we 

focused on the proteolytic activity of U87 cells that have escaped from untreated or treated U87 spheroids. 

Among proteinases, the matrix metalloproteinases MMP-2 (gelatinase A) and MMP-9 (gelatinase B) were 

shown to play a key role in glioma progression through the degradation of the extracellular matrix38,39. Fig. 

4A represents gelatin zymography of conditioned media samples obtained from invading cells receiving 

the different treatments. As previously described40, we detected the MMP2 proenzyme and active MMP2, 

as well as pro-MMP9 but to a lesser extent. For the densitometric quantification of the bands, we focused 

on MMP2 secretion (i.e. we considered the sum of signals for MMP2 proenzyme and for active MMP2) 

(Fig 4B) and the active MMP2 (Fig 4C). Our results showed that MMP2 secretion and active MMP2 were 

lower in NPs-treated groups (without or with irradiation) than in other groups. These data suggest that 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticules can interfere with invasion by reducing proteolytic activity of invading 

cells that have escaped from U87 spheroids. Our observations are concordant with previously published 

results. Indeed, Mulens-Arias et al. have demonstrated that citrate-coated spherical gold nanoparticles 

disturbed extracellular matrix degradation due to a reduction in MMP2 activity41. This anti-proteolytic 

effect is likely cumulative with the direct anti-migrative effect that we have previously described in a recent 

published work19. Indeed, on glioblastoma cells grown as monolayers, atomic force microscopy 

measurements revealed that Au@DTDTPA(Gd) uptake induced a marked increase of the Young’s modulus 

and a decreased number of protrusions, causing an increased cell stiffness that impaired cell motility.  
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In glioblastoma, invading cells are considered as the major threat because of their high recurrence 

potential. Munthe et al. have shown that migrating tumor cells in glioma biopsy material display a stem 

cell phenotype42. So, we tried to determine whether any of the escaped cells might have stem-like features 

using the neurosphere assay, as previously described43. Briefly, U87 glioblastoma cells that had escaped 

from untreated or treated-spheroids (RT and/or AU@DTDTPA(Gd) nanoparticles) were resuspended in 

appropriate serum-free culture medium for 4 days. In these conditions, only glioma stem-like cells can 

enter into active proliferation and rapidly form floating neurospheres44. Considering untreated spheroids, 

we counted an average of 2230 neurospheres formed from 1 x 105 seeded invading cells (Figure 4D), 

suggesting that stem-like cells represented 2.2 % of invading cells. Treatments markedly affected the 

ability of invading cells to form neurospheres. In particular, the number and the size of neurospheres was 

significantly reduced when spheroids were irradiated with 2 x 5 Gy or 10 Gy monodose regimen (i.e. for 1 

x 105 seeded invading cells, 1551 ± 236 neurospheres and 1151 ± 100 neurospheres were counted, 

respectively) (Figure 4D and 4E). Consistently with previous results, the exposure of U87 spheroids to 

Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles further reduced the neurosphere forming ability which dropped to ~ 700 

for « NPs + 2 X 5 Gy » and « NPs + 10 Gy » groups (i.e. 665 ± 81 neurospheres; p = 0.029 for « NPs + 2 X 5 

Gy » as compared to RT 2 x 5 Gy alone) (Figure 4D).  Similarly, the average diameter of the neurospheres 

was smallest in these two treatment groups (Figure 4E). As the neurosphere assay is not sufficient to prove 

the presence of glioma stem cells, additional experiments such as stem cell markers expression are 

ongoing45. In this context, the influence of treatments on the expression Sox2 seems relevant as this 

transcription factor is considered as a master regulator of maintenance of tumor stem cell properties. In 

preliminary experiments, the relative expression of Sox2 mRNA in escaped cells was decreased of about 

25% when spheroids were treated by RT + NPs, as compared to RT alone (Table 2). Taken together, our 

results provide converging evidence that aggressiveness of glioblastoma cells is strongly reduced when 

U87 spheroids are exposed to Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles before irradiation and show that the 

combined treatment is able to reduce the proportion of stem cells to less than 0.75%. 
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CONCLUSION 

While conventional X-ray radiotherapy is essential to treat glioblastoma patients, its efficacy remains 

insufficient and many therapeutic strategies, including inorganic nanoparticles-based radioenhancement 

are being investigated to overcome the limitations. In this context, we have evaluated the radiosensitizing 

potential of an ultrasmall polyaminocarboxylate-coated gold nanoparticles, then labelled with Gd3+ ions 

named as Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles when combined with conventional X-ray irradiation. In an 

original way, the present study looked at on the overall progression of brain tumors, including for the first 

time analysis of the effects of treatments on the infiltrative tumor area, through the implementation of 

various complementary approaches and biological models. Despite of the well-known limits of in vitro 

experiments, our results showed that conventional X-ray radiotherapy, depending on dose fractionation, 

is globally effective to slow down glioma progression but they highlight that surviving cells after irradiation 

can develop adaptative response allowing increased aggressiveness. Indeed, surviving glioblastoma cells 

after X-ray irradiation were able to escape from the main tumor mass and invade surrounding brain tissue. 

They were able to emit long membrane protrusions, likely tumor microtubes, to maintain intercellular 

connexion and likely facilitate radioresistance and tumor recurrence35,36.  

In addition, our results confirmed the interest of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles as a radiosensitizing 

agent in vitro and in vivo, which is consistent with previously published data even if the low dose rate of 

conventional irradiation does not seem the best condition. Above all, our findings are particularly 

interesting because they reveal that the attractive potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles goes 

beyond their role of « physical radiation dose enhancer». Indeed, exposure to Au@DTDTPA(Gd) 

nanoparticles prior to irradiation reduced the aggressiveness of glioblastoma cells, notably by (i) 

decreasing the number and viability of tumor cells that escape and can invade the surrounding brain 

parenchyma, (ii) preventing the ability of invading cells to form an interconnected network that is probably 

involved in GBM radioresistance (iii) altering their ability to give rise new tumor spheres, reflecting tumor 

recurrence. Interestingly, the addition of the Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles could contribute to render 

fractionated RT regimen as biologically effective as a single-dose 10 Gy treatment, which is very relevant 

for a possible clinical transfer.  

Although further research is needed to clarify the underlying mechanisms, Au@DTDTPA(Gd)-enhanced 

radiotherapy opens interesting perspectives for addressing the threat that invading cells pose to 

glioblastoma patients.  
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Therapeutic groups
Median 

(in days)
Range

Number of 

animals
(Percentage)

Control 12.9 [4.5-23.5] 6/7 (85.7%)

Au@DTDTPA(Gd) NPs 18.6 [8-35.5] 6/8 (75.0%)

RT 18.4 [14.5-34.5] 5/8 (62.5%)

RT + NPs 25.3 [21.5-35] 0/8 (0.0%)

RT: 2 fractions of X-rays irradiation at 5 Gy on D0 and D3

Number of days 

to reach RTV = 30
RTV ≥ 30 reached on D20

RT + NPs: intraveneous injection of Au@DTDTPA(Gd) at 75 mg/kg 5 minutes before the first fraction of irradiation; 

2 fractions of 5 Gy on D0 and D3.

Table 1: Effects of treatments on the growth of U87 intracerebral tumor. Based on the determination of tumor 

volume by intravital microscopy, two criteria were considered: the time taken for the relative tumor volume (RTV) 

to reach 30 and the number of mice whose RTV exceeded 30 on day 20 of follow-up.  

NPs: Mice received intraveneous injection of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles at a dose of 75 mg/kg 

Table1 Click here to access/download;Table;Table1.pdf

mailto:Au@DTDTPA(Gd)%20NPs
https://www.editorialmanager.com/biomat/download.aspx?id=2430050&guid=44603eca-a935-49f5-af7b-c7f2c8253725&scheme=1
https://www.editorialmanager.com/biomat/download.aspx?id=2430050&guid=44603eca-a935-49f5-af7b-c7f2c8253725&scheme=1


Therapeutic groups Mean ± SE

Control 1.00 ± 0.42

Au@DTDTPA(Gd) NPs 0.37 ± 0.08

RT 2 x 5 Gy 1.01 ± 0.97

RT 2 x 5 Gy + NPs 0.78 ± 0.32

RT 10 Gy 1.47 ± 0.63

RT 10 Gy + NPs 1.09 ± 0.31

Table 2: Effects of treatments on relative expression of 

SOX2 mRNA.  

Table2 Click here to access/download;Table;Table2.pdf

mailto:Au@DTDTPA(Gd)%20NPs
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Figure 1: Radiosensitizing potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles
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B.

Figure 2: In vitro anti-invasive effect of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on irradiated 
cells.
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Figure 4: Impact of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles on agressiveness and recurrence 
potential of invading tumor cells.
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Figure 1: Radiosensitizing potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles. (A) Radiosensitizing effect 

assessed in vitro by clonogenic assays. U87 cells were incubated with 5 mM Au@DTDTPA(Gd) 

nanoparticles for 24 hours, washed twice with HBSS and then irradiated at different doses (0, 2, 4, 6, 

10 Gy) in fresh culture medium. A total of 104 cells were plated in soft-agar in 6-well plates and 

incubated for 12 days at 37°C 5% CO2. Surviving colonies containing at least 50 cells were counted using 

GelCount™ (Oxford Optronix, Abingdon, UK). Results of clonogenic assays were plotted as survival 

curves. The experimental data were fitted to a linear quadratic model, according to the equation 𝑆𝐹 =

𝑒−(𝛼𝐷+𝛽𝐷
2). (B) Antitumor activity of treatments assessed in vitro using 3D cell culture models. After 

7 days growth in spinner, U87 spheroids were seeded in low-attachment 6-well plates. They were 

exposed to 5 mM Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles for 24 hours at T7 and/or irradiated with 10 Gy-

monodose on T8. Subsequently, the U87 spheroids were seeded individually into a precoated 96-well 

plates. Each spheroid was imaged and their volume determined on the day of seeding and 8 days later. 

Results are presented as boxplot of data (n ≥ 5). * p < 0.05, ** p < 0.01 according to the Mann-Whitney 

U test (C) In vivo evaluation of the effects of treatments on tumor progression. For in vivo 

experiments, we used an intracerebral xenograft model of U87-GFP spheroids under chronic cranial 

windows. Treatments started 5 days after spheroid implantation, thus defining the D0 of follow-up. 

The nanoparticles were injected intravenously at a dose of 75 mg/kg from a 10 g/L solution. 

Radiotherapy-treated mice received a 2 X 5 Gy regimen. For combined treatments, Au@DTDTPA(Gd) 

nanoparticles were administered 5 min before the first fraction of radiation. Intravital microscopy 

using a Nikon AZ100 fluorescence microscope (Nikon, France) allowed us to follow the progression of 

intracranial U87-GFP tumors. Based on the recorded fluorescence images, tumor volumes were 

calculated and the tumor growth curve was plotted for each mouse in each treatment group. 

 

Figure 2: In vitro anti-invasive effects of Au@DTDTPA(Gd) on irradiated cells. After seeding in 6-well 

plates (15 spheroids per well), U87 spheroids were exposed 5 mM Au@DTDTPA(Gd) for 24 h and/or 

treated by X-photon irradiation. (A) Influence of the dose of radiation: single-dose of radiotherapy (2, 

5 or 10 Gy) was delivered on T8 and each spheroid was then placed into individual well of 96-well plate 

and then embedded with 100 µL of a mix of Matrigel® and hyaluronic acid (100 µg/mL). (B) Influence 

of the radiation fractionation. Irradiated spheroids received either 10 Gy-monodose, 2 fractions of 5 

Gy (2 X 5 Gy) or 5 fractions of 2 Gy (5 X 2 Gy) between T8 and T12 and spheroids were embedded in 

matrix at T13. Four days later, invasion of viable cells was imaged using the GelCount® system (Oxford 

Optronix, UK). Histograms represent for each treatment condition the measurements of the surface of 

spheroid core (mm²), the invasion surface (mm²) and  the invasion distance (µm). They were measured 

with ImageJ software. Results are presented as mean ± SD (n ≥ 12 spheroids for at least n ≥ 3 
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independent experiments). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** and ### p < 0.001 according to the Mann-

Whitney U test. (C) Invasion after treatments have also been addressed using organotypic brain slice 

cultures, that allowed untreated or treated U87-GFP spheroids to grow in vitro into cerebral 

environment. Representative images acquired at D0, D2, D5, D9 using a Nikon AZ100 fluorescence 

microscope (Nikon, France) show the growth of the tumor core and the progression of invasive area. 

(n ≥ 3 independent experiments) 

 

Figure 3: Impact of treatments on escaped tumor cells. Fifteen U87 spheroids were seeded per well. 

Many of tumor cells escaped from the spheroids and adhered to the bottom of the flasks: we defined 

them as "escaped cells" or "invading cells".  (A) After trypsinization, recovered cells were counted and 

(B) cell viability was determined using the Trypan blue exclusion assay. Results are presented as mean 

± SD (n ≥ 4 independent experiments). * and # p < 0.05, ** and ## p < 0.01 according to the Mann-

Whitney U test. (C) The escaped cells were photographed using a transmitted light microscope (Nikon 

DIAPHOT 300 equipped with a Nikon Digital sight-DS-Fi1 camera) (40X magnification). These invading 

cells were able to form new clusters and clusters could be linked together by isolated cells that emitted 

membrane extensions. (D) Histograms represents the treatment-induced mitotic catastrophe (MC). 

Hematoxyllin and eosin staining of invading cells allowed to detect morphologically abnormal nuclei 

(i.e. micro- and multinucleation) and the MC rate (in %) was determined for each therapeutic condition 

as the ratio of the number of mitotic catastrophe events to the total number of cells. Results are 

presented as mean ± SD (n ≥ 4 independent experiments). ** and ## p < 0.01  according to the Mann-

Whitney U test. (E) Invading cells were fixed on T15 for immunocytochemistry experiments and 

analyzed by confocal microscopy: visualization of F-actin was performed using Alexa Fluor™ 488-

conjugated Phalloidin (green), connexin 43 was detected using a primary anti-Cx43 antibody and an 

Alexa Fluor 555-conjugated secondary antibody (red) while nuclei were counterstained with Hoechst 

33432. Irradiated cells (RT 2 x 5 Gy) showed actin-rich membrane protrusions and numerous punctate 

Cx43 signals at these extensions. When cells were exposed to Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles, the 

organization of the actin cytoskeleton was strongly modified and Cx43 immunoreactivity corresponded 

to diffuse intracytoplasmic staining.   

 

Figure 4: Impact of treatments on aggressiveness and recurrence potential of invading tumor cells. 

(A-C) Gelatin zymography method was carried out to assess gelatinases (MMP2 and MMP9) secretion 

and activity in invading cells supernatant. (A) 4 µg of total proteins obtained from supernatant of 

escaped cells were deposited in a 10% polyacrylamide gel with 1% porcine gelatin. Image of gel was 



acquired after migration for 2 hours and Coomassie Blue staining using a Doc XR+ Gel (Bio Rad, France). 

For each treatment condition, densitometric quantification of the bands allowed to determine (B) 

MMP2 secretion that corresponds to the sum of signals for MMP2 proenzyme and for active MMP2, 

and (C) active MMP2. Results are presented as mean ± SD (n = 4 independent experiments) * p < 0.05 

according to the Mann-Whitney U test (D-E) Assessment of the stem-like features of invading cells by 

neurosphere assay. After trypsinization, invading cells were recovered and counted. 1x105 invading 

cells were resuspended in appropriate serum-free culture medium for 4 days, allowing the formation 

of floating neurospheres. At the end of the experiment, (D) number and (E) size of neurospheres were 

measured using the GelCount® device (Oxford Optronix, UK). Results are presented as boxplot of data 

(n ≥ 4 independent experiments). * and ## p < 0.05 and ## p < 0.01 according to the Mann-Whitney U 

test. 
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ABSTRACT 
Background: The clinical prognosis of glioblastoma (GBM), the most aggressive primary brain tumor 

in adults, remains poor (Stupp et al. 2005). Nanomedicine could provide new therapeutic tools to 

overcome the current limitations. The main objective of this thesis work is to evaluate the anti-invasive 

potential of Au@DTDTPA(Gd) hybrid gold and gadolinium nanoparticles associated with radiotherapy.  

Results: Using 2D and 3D cell cultures on two GBM lines, U251 and U87, we evaluated the anti-invasive 

potential of Au@DTDTPA(Gd) nanoparticles alone and then in combination with radiotherapy. The 

nanoparticles alone do not induce direct cytotoxicity and reduce the migratory and invasive capacities 

of U251 cells and spheroids. The effects are not related to proteolytic activity but to a modification of the 

biomechanical properties of the cells. Nanoparticles enhance cell adhesion and traction forces via the 

actin cytoskeleton, integrin-β1 and talin-1 but decrease the number of protrusions. The anti-invasive 

potential of nanoparticles associated with radiotherapy was confirmed on the U87 line in vitro but also 

ex vivo in organotypic culture and in vivo using the cranial window model in mice. We have developed 

a 3D in vitro model that allows the recovery of migrating cells from treated spheroids. We observed that 

the combined treatment decreases the number of migrating cells and their viability. Several factors 

explain this phenomenon: an induction of mitotic catastrophes, a decrease in MMP2 secretion and 

proteolytic activity, and a loss of Cx43-mediated intercellular junctions. The culture of migrated cells in 

neurosphere medium showed that treated migrated cells seem to lose stemness potential. Taken 

together, our results suggest that our combination therapy has therapeutic potential for future preclinical 

studies of migrating GBM cells and relapsing GBM .  

Keywords : Glioblastoma - Gold nanoparticles - Radiotherapy - Migration – Invasion 

 

RESUME 
Contexte : Le pronostic clinique du glioblastome (GBM), la tumeur cérébrale primaire la plus agressive 

chez l'adulte, reste mauvais (Stupp et al. 2005). La nanomédecine pourrait fournir de nouveaux outils 

thérapeutiques pour surmonter les limitations actuelles. L'objectif principal de ce travail de thèse est 

d'évaluer le potentiel anti-invasif de nanoparticules hybrides d’or et de gadolinium Au@DTDTPA(Gd) 

associées à la radiothérapie.  

Résultats : A partir des cultures cellulaires 2D et 3D sur deux lignées de GBM, U251 et U87, nous 

avons évalué le potentiel anti-invasif des nanoparticules Au@DTDTPA(Gd) seules dans un premier 

temps puis en association à la radiothérapie. Les nanoparticules à elles seules n’engendrent pas de 

cytotoxicité directe et réduisent les capacités migratoires et invasives des cellules et sphéroïdes U251. 

Les effets ne sont pas liés à l’activité protéolytique mais à une modification des propriétés 

biomécaniques des cellules. Les nanoparticules renforcent l’adhésion et les forces de tractions des 

cellules via le cytosquelette d’actine, l’intégrine-β1 et la taline-1 mais diminuent le nombre de 

protrusions. Le potentiel anti-invasif des nanoparticules associées à la radiothérapie à été confirmé sur 

la lignée U87 in vitro mais aussi ex vivo en culture organotypique et in vivo à l’aide du modèle de fenêtre 

crânienne chez la souris. Nous avons développé un modèle 3D in vitro qui permet de récupérer les 

cellules migratrices issues des sphéroïdes traités. Nous avons observé que le traitement combiné 

diminue le nombre de cellules migratrices et leur viabilité. Plusieurs facteurs expliquent ce phénomène : 

une induction de catastrophes mitotiques, une diminution de la sécrétion et de l’activité protéolytique 

MMP2 et une perte des jonctions intercellulaires médiées par Cx43. La mise en culture des cellules 

migratrices traitées dans un milieu neurosphère suggère une perte du potentiel souche. L'ensemble de 

nos résultats suggère que notre traitement combiné possède un potentiel thérapeutique pour de futures 

études précliniques sur les cellules GBM migratrices et sur le GBM récidivant. 

Mots clés : Glioblastome - Nanoparticules d'or - Radiothérapie - Migration – Invasion 
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