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INTRODUCTION : ETAT DE L’ART 
 

Alors que la radiothérapie est l’un des traitements les plus fréquemment employés contre 

le cancer, ses mécanismes d’action sont incomplètement élucidés. En particulier, les 

innovations technologiques de ces dernières décennies autorisent la délivrance de fortes 

doses d’irradiation dans un volume restreint, dont les conséquences biologiques sont 

différentes et mal connues. Ce travail de thèse propose d’avancer dans la connaissance des 

effets de l’irradiation à hautes doses par fraction sur le microenvironnement vasculaire. De 

nombreux champs de recherche tels que la biologie du cancer, la radiobiologie, la physique 

médicale et l’imagerie y sont abordés. Nous introduirons dans un premier temps les notions 

de microenvironnement vasculaire tumoral et de radiothérapie fractionnée, puis nous verrons 

comment la radiothérapie peut modifier le microenvironnement vasculaire et en quoi la 

connaissance de ces modifications est importante pour le traitement des cancers. Nous 

présenterons ensuite les objectifs, les méthodes, les résultats obtenus et publiés, ainsi que 

des résultats non publiés présentant un intérêt pour la poursuite des travaux. Nous discuterons 

de la pertinence et de la place des résultats obtenus dans le contexte scientifique et clinique. 

Enfin, nous présenterons des voies possibles pour poursuivre ces travaux avant de conclure 

sur les enseignements généraux tirés de cette expérience. 

1. MICROENVIRONNEMENT VASCULAIRE TUMORAL 

Les cancers sont la conséquence de la prolifération incontrôlée de cellules de 

l’organisme ayant subi une ou plusieurs mutations dérégulatrices. Dans les cancers 

solides, les cellules malignes insensibles aux signaux antiprolifératifs se présentent dans 

un premier temps sous la forme d’un amas tumoral. Cette tumeur, au fur et à mesure de 

sa croissance, devient invasive localement et à distance, libérant métastases 

ganglionnaires et systémiques conduisant au décès de l’hôte en l’absence de traitement 

efficace.  

Dans les tumeurs solides, on distingue les clones de cellules transformées, 

cancéreuses à proprement parler, des cellules hôtes non transformées soumises aux 

besoins des cellules cancéreuses. Ces cellules normales sont détournées de leur fonction 

initiale et assujetties au cancer par différents mécanismes et contribuent à sa croissance 

et sa dissémination. Le microenvironnement tumoral est défini par l’ensemble des 

éléments constitutifs de la tumeur, autres que les cellules transformées. Parmi ces 

éléments, les vaisseaux sanguins interviennent dès les phases précoces du 

développement du cancer. L’apparition de néovaisseaux venant apporter à la tumeur 

nutriments et oxygène constitue le « switch angiogénique » qui définit le caractère invasif 

du cancer. 
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1.1.  PROPRIETES DU MICROENVIRONNEMENT VASCULAIRE TUMORAL 

1.1.1. Vaisseaux tumoraux 

1.1.1.1. Angiogenèse tumorale 

L’angiogenèse se définit par la formation de nouveaux capillaires à partir de vaisseaux 

préexistants. C’est un mécanisme physiologique permanent de l’organisme, utile notamment 

lors de la croissance et dans l’inflammation. C’est un processus complexe et ordonné qui met 

en jeu cytokines, facteurs de croissance, matrice extra cellulaire et de nombreux types 

cellulaires. Le moteur de l’angiogenèse est l’hypoxie. En situation d’hypoxie, les facteurs de 

croissance de type Hypoxia Inducible Factor (ou HIFs) sont exprimés par les cellules 

hypoxiques et orchestrent l’angiogenèse. La production d’un gradient de VEGF et 

l’expression induite de VEGFR2 aboutissent à la « pousse » capillaire dont la cellule 

endothéliale de tête (« tip cell ») guide le cheminement, soutenue par la stimulation de la 

division et du recrutement cellulaire et  par le remaniement matriciel des métalloprotéases. 

Une fois obtenue, la reperfusion permet la construction d’une membrane basale qui assure la 

quiescence des cellules endothéliales. La production de PDGF permet le recrutement de 

péricytes qui soutiennent le flux sanguin des néocapillaires et les stabilisent, signant la fin du 

processus d’angiogenèse (1). 

L’angiogenèse tumorale obéit aux mêmes mécanismes que l’angiogenèse physiologique. 

Cependant le stimulus hypoxique n’est pas compensé par la reperfusion, la tumeur elle-même 

sécrétant des facteurs inflammatoires et pro angiogéniques. La cascade angiogénique est 

alors permanente. Les cellules endothéliales, bien que d’origine saine, participent à la 

tumorigénèse et organisent le recrutement supplémentaire de cellules inflammatoires pro-

angiogéniques d’origine médullaire (2) .Le taux d’hypoxie reste élevé, soutenu par la 

croissance tumorale, et restreint l’hydroxylation inhibitrice des HIFs, maintenant ainsi la 

pression angiogénique (3). La libération de cytokines, facteurs de croissances et 

métalloprotéases par les fibroblastes et cellules immunitaires du stroma tumoral surajoute une 

ambiance inflammatoire favorable à l’entretien du processus d’angiogenèse  (4) 



19 
 

Figure 1 : Modes de formation des vaisseaux (3) 

 

Il existe plusieurs modes de formation des vaisseaux sanguins dans les tissus sains et les tumeurs. 
(a) formation de vaisseaux par pousse angiogénique 
(b) formation de vaisseaux par le recrutement de progéniteurs endothéliaux issus de la moelle 

osseuse ou résidents de la paroi vasculaire 
(c) formation de vaisseaux par un processus de division vasculaire appelé intussusception 
(d) Les cellules tumorales peuvent coopter les vaisseaux préexistants 
(e) Les vaisseaux tumoraux peuvent être bordés par des cellules tumorales, « vascular mimicry » 
(f) Les vaisseaux tumoraux peuvent être bordés par des cellules endothéliales comportant des 

anomalies cytogénétiques, dérivant possiblement de cellules tumorales 
Les tissus sains utilisent la pousse angiogénique, le recrutement de progéniteurs et 

l’intussusception (a-c) 
Les tumeurs peuvent utiliser tous les modes de formation vasculaire (a-f) 
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Figure 2 : Mécanismes moléculaires de l’angiogenèse (3) 

 

Les étapes consécutives de la génération de néovaisseaux sont montrées avec les acteurs 
moléculaires clés. 

(a) Après stimulation par les facteurs angiogéniques, le vaisseau quiescent se dilate et une cellule 
endothéliale de tête (« tip cell ») est sélectionnée pour assurer le branchement. La formation 
d’une « tip cell » requiert la dégradation de la membrane basale, le détachement des péricytes 
et le relâchement des jonctions cellulaires endothéliales. L’accroissement de la perméabilité 
permet l’extravasation de protéines du plasma (telles que fibrinogène ou fibronectine) 
déposant une couche provisionnelle de matrice extracellulaire. Les protéases remodèlent la 
matrice préexistante, permettant la migration cellulaire. Pour simplifier, la membrane basale 
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est distincte des cellules endothéliales et des péricytes mais en réalité, les péricytes et cellules 
endothéliales y sont enchâssés. 

(b) La « tip cell » navigue en réponse aux signaux de guidage (comme les sémaphorines et 
éphrines) et adhère à la matrice extracellulaire via les intégrines pour migrer. Les cellules 
suivantes prolifèrent, s’allongent puis forment une lumière, et poussent jusqu’à fusionner pour 
perfuser le néovaisseau. Les cellules pariétales proliférantes attirent les péricytes et génèrent 
une membrane basale pour se stabiliser. Il se produit un recrutement de cellules myéloïdes 
telles que les macrophages associés à la tumeur (TAMs) ou les monocytes exprimant TIE-2 
(TEMs), qui produisent ou libèrent des facteurs pro-angiogéniques de la matrice extracellulaire. 

(c) Après fusion avec les branches voisines, la formation de la lumière permet la perfusion du 
néovaisseau, qui devient quiescent par la promotion d’un phénotype fusiforme, le 
rétablissement des jonctions, l’assise de membrane basale, la maturation des péricytes et la 
production de signaux de maintenance vasculaire. D’autres facteurs promeuvent le transport 
trans-endothélial de lipides. 

 

1.1.1.2. Structure des vaisseaux tumoraux 

Désorganisation architecturale 

Dans les tumeurs, la permanence de stimuli pro-angiogéniques désordonnés et l’absence 

de gradient de VEGF aboutissent à une angiogenèse désorganisée. Les vaisseaux sont 

déstructurés, d’architecture irrégulière et tortueuse (1). Leur paroi est incomplète par mauvais 

alignement endothélial. Certains vaisseaux peuvent être partiellement bordés par des cellules 

tumorales remplaçant les cellules endothéliales (« vascular mimicry »). La hiérarchie 

artérioveineuse et capillaire n’est pas respectée et des shunts existent, pouvant être le siège 

de microanévrysmes (5).  

Les contours vasculaires sont mal définis : d’une part, la monocouche endothéliale est 

irrégulière, lâche et fenêtrée. D’autre part, la membrane basale est présente mais anormale : 

d’épaisseur irrégulière selon la vitesse de croissance et la densité cellulaire, elle est fenêtrée, 

présente des formations sinusoïdes ou gloméruloïdes et des extensions dans le stroma (6). 

Cette membrane basale contient différentes formes anormales de fibronectine et de collagène 

IV et est elle-même source de facteurs angiogéniques et anti angiogéniques (7).   

Faible couverture péricytaire 

Les péricytes sont des cellules mésenchymateuses murales, encastrées dans les cellules 

endothéliales, proches des cellules musculaires lisses périvasculaires. Ils sont recrutés via la 

production de PDGF lors des phases finales du processus d’angiogenèse physiologique (8). 

Ils participent à la stabilisation des parois vasculaires et leur présence est indispensable au 

maintien d’un réseau vasculaire viable (9). Les vaisseaux tumoraux en sont faiblement 

pourvus et la modification des signaux membranaires endothéliaux affaiblit leur liaison à 

l’endothélium (10). 

A l’état physiologique, les péricytes sont des acteurs critiques de la maturation vasculaire 

et de la fonctionnalité des vaisseaux. Lors de l’étape d’angiogenèse, les péricytes du stroma, 

activés par l’absence de liaison membranaire au PDGFβ et par les molécules pro-

angiogéniques, orchestrent la sécrétion de métalloprotéases, de VEGF, FGF et expriment 

NG2 en faveur de la prolifération endothéliale (11). La pousse vasculaire se poursuit jusqu’à 

engendrer une hyperoxygénation cellulaire qui sera le déclencheur de la migration des cellules 

αSMA-positives, futurs péricytes, vers les néovaisseaux. La fin de l’angiogenèse plastique est 
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marquée par la stabilisation des vaisseaux grâce à l’attachement fort du PDGFRβ des 

péricytes au PDGFβ des cellules endothéliales. En l’absence d’interaction forte, l’angiogenèse 

se poursuit de façon excessive (12). 

Néanmoins, la nature des péricytes tumoraux n’est pas entièrement superposable à celle 

des péricytes régulateurs de l’angiogenèse physiologique. L’équipe de Kim et al fait état de 

péricytes dédifférenciés, exprimant PDGFRβ mais n’exprimant pas les autres marqueurs 

usuels des péricyte matures (13). Malgré l’expression marqué du PDGFRβ, la liaison des 

péricytes dédifférenciés aux vaisseaux est plus faible et favorable à la dissémination 

métastatique (14). 

 

Figure 3 : Désorganisation architecturale des vaisseaux tumoraux (7) 

 

Représentation schématique comparant la vascularisation d’un organe normal avec celle d’une 
tumeur solide. Tous les vaisseaux sanguins sont composés de cellules endothéliales (en vert), de cellules 
murales (en rouge) et d’une membrane basale (en bleu).  

(a) Réseau vasculaire normal montrant une hiérarchie d’artérioles, capillaires, veinules, dont les 
caractéristiques de taille, forme et structure sont bien définis. Les artérioles sont couvertes de 
cellules musculaires lisses, les capillaires et veinules sont bordés de péricytes. Une fine 
membrane basale entoure les cellules murales et endothéliales. 

(b) Réseau vasculaire tumoral désorganisé et anastomotique, sans hiérarchie conventionnelle. Les 
artérioles, capillaires et veinules ne sont pas discernables per se. Des lacunes existent entre les 
cellules endothéliales. Les péricytes sont irréguliers et liés de façon lâche aux cellule 
endothéliales. La membrane basale peut être multicouche par endroit. 
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Figure 4 : Image de microscopie électronique de l’endothélium sain et tumoral (7) 

 

(a) Surface externe (abluminale) d’une pousse endothéliale issue d’un îlot pancréatique de souris 
transgénique RIP-Tag2. De multiples filopodes s’étirent de la surface endothéliale près de la 
tête du bourgeon vasculaire. Une lacune intercellulaire, montrant l’ouverture d’une jonction, 
est visible. Des érythrocytes sont visibles à travers l’endothélium mince et transparent. 

(b) Vaisseau normal : couche de cellules endothéliales lisse, régulière, jointive  
(c) Vaisseau d’une tumeur RIP-Tag2 : endothélium désorganisé. 
Le sang circulant a été exclu par la perfusion de fixateur. 
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Figure 5 : Images de microscopie électronique montrant la couverture péricytaire de vaisseaux 

tumoraux 

 

Les péricytes sont disposés sur la surface de vaisseaux tumoraux irréguliers, issus de souris RIP-
Tag2. Reflétant leur association lâche avec les cellules endothéliales, le corps des péricytes n’est pas 
situé directement en contact avec la paroi vasculaire mais des processus membranaires (« flèches ») 
sont en contact avec les cellules endothéliales. 

 

1.1.1.3. Fonctionnalité des vaisseaux tumoraux 

La fonction principale des vaisseaux sanguins est l’apport d’oxygène et de nutriments aux 

tissus irrigués. Dans les tumeurs, les anomalies développementales et structurelles limitent 

l’efficacité du réseau vasculaire pour cette fonction de base. Les vaisseaux borgnes et de 

calibre irrégulier conduisent à un flux sanguin instable en vitesse et en direction, voire des 

régurgitations. L’absence de contractilité vasculaire et de monocouche endothéliale stable 

conduisent à une fragilité des parois vasculaires et des micro saignements fréquents, assortis 

de microthrombi dans un contexte d’hyper-aggrégation plaquettaire (5). 

L’hyperperméabilité vasculaire avec extravasations est source d’un déséquilibre des 

pressions de part et d’autre de la paroi vasculaire, avec une pression hydrostatique luminale 

faible et une pression interstitielle élevée par rapport aux tissus sains. La surface moyenne 

irriguée par un microvaisseau tumoral est particulièrement variable et plus restreinte en 

moyenne que pour les microvaisseaux normaux (6). De plus, les intégrines et récepteurs 

membranaires endothéliaux sont fréquemment sur ou sous-exprimés, modifiant l’adhésion et 

le transfert  de molécules et les fonctions barrière ou transporteur de l’endothélium (7). D’autre 

part, le dialogue et la liaison altérés avec les péricytes limitent la contractilité capillaire et le 
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maintien de la régularité des flux sanguins, ainsi que la régénération tissulaire (10). En 

conséquence, la barrière hémato-tissulaire est moins nette et la transition épithélio-

mésenchymateuse est dérégulée, favorisant la dissémination métastatique (15). 

 

Figure 6 : Les vaisseaux tumoraux sont structurellement et fonctionnellement anormaux, conduisant 

à des zones d’hypoxie (3) 

 
 

(a) Dans les tissus sains se forme un maillage régulier de vaisseaux fonctionnels, dont la paroi et 
l’endothélium sont normaux et homogènes 

(b) Dans les tumeurs solides, la vascularisation, comprenant aussi bien l’endothélium que les 
cellules pariétales et la membrane basale, montrent des anomalies structurelles et 
fonctionnelles, conduisant à des zones d’hypoxie sévère (représentées en nuances de bleu) 

BM=membrane basale, EC=cellule endothéliale, IFP=pression fluide interstitielle 
 
 

1.1.2. Hypoxie tumorale 

1.1.2.1. Origine et propriétés des zones hypoxiques 

L’hypoxie tissulaire se définit par une pression partielle ou une disponibilité réduite du 

dioxygène qui restreint ou abolit le fonctionnement des organes, tissus ou cellules (16). Cette 

définition n’est pas complètement appropriée à l’hypoxie au sein des tumeurs solides, dans la 
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mesure où le fonctionnement cellulaire et tissulaire est constitutivement altéré dans ce 

contexte. 

Dans les tumeurs, les anomalies structurelles et organisationnelles des microvaisseaux 

affaiblissent les capacités de perfusion et diminuent le rendement d’oxygénation tissulaire. Les 

anomalies pariétales et la faible couverture péricytaire sensibilisent les vaisseaux à la 

compression. La densité cellulaire tumorale et la prolifération rapide, l’excès de matrice et 

l’absence de vaisseaux lymphatiques sont sources d’une pression interstitielle intratumorale 

élevée qui majore l’effet de compression. L’hypoxie au sein des tumeurs est hétérogène et 

peut atteindre de très faibles pressions partielles en dioxygène. Elle peut être aigue et/ou 

chronique et répartie en zones dynamiques et évolutives avec la croissance tumorale (17). 

En situation physiologique, le flux sanguin est principalement régulé par les cellules 

endothéliales. Les forces de cisaillement générées par les variations de pression modulent 

l’influx calcique et la production d’oxyde nitrique (NO) par l’activation de la NO synthase 

endothéliale (eNOS). Le NO est une molécule vasodilatatrice recueillie par les péricytes et 

cellules musculaires lisses périvasculaires, qui vont alors adapter leur relâchement à l’intensité 

du signal (18). 

 

Figure 7 : Voie de production de l’oxide nitrique et action sur les cellules musculaires lisses 

périvasculaires (18) 

 

Ach= acétylcholine, BK=bradykinine, ATP=adénosine triphosphate, ADP=adénosine diphosphate, 
SP=substance P, SOCa2+= canal ionique Ca2+ de stockage, ER=réticulum endoplasmique, NO=oxide 
nitrique, sGC= guanylyl cyclase soluble, cGMP=guanosine 3’-5’ monophosphate cyclique, MLCK=myosin 
light chain kinase 

Lorsque les réserves de Ca2+ du réticulum endoplasmique sont déplétées, un signal est envoyé au, 
canal SOCa2+ qui permet alors l’entrée de Ca2+ extracellulaire dans la cellule endothéliale. 
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Dans les cellules endothéliales tumorales, suite à l’instabilité et l’excès d’angiogenèse, 

l’expression de eNOS est réprimée et les mécanismes de régulation sont altérés. De plus, 

dans des conditions normales, il existe un passage d’information entre cellules endothéliales 

et cellules périvasculaires d’amont en aval via le transfert de NO par les canaux ioniques et 

gap junctions, qui permet une régulation du flux sanguin à l’échelle du microvaisseau dans 

son ensemble. Au sein du cancer, l’absence de hiérarchie et de différenciation artérioveineuse 

empêche la propagation du signal et maintient les irrégularités et l’incohérence du flux. (19) 

1.1.2.2. Composantes extravasculaires de l’hypoxie  

Stress solide 

La croissance incontrôlée des clones tumoraux et l’abondance de cytokines et signaux 

pro-inflammatoires conduisent à l’accumulation dense de cellules tumorales, cellules 

stromales et matrice extracellulaire dans un espace restreint. L’hyperpression membranaire 

des cellules tumorales induit une altération de l’expression génique, touchant les capacités 

cellulaires de prolifération, d’apoptose et d’invasivité. Le stress compressif permet l’émergence 

de cellules tumorales « leader » dont les propriétés de migration et d’invasion sont plus 

développées, qui rejoignent la circulation générale et peuvent engendrer des métastases à 

distance (20). La fonctionnalité des cellules stromales ainsi que la synthèse et l’organisation 

de la matrice extracellulaire sont également altérées par le stress solide, entretenant les 

signaux inflammatoires (21). Par ailleurs, le stress solide crée des zones de compression 

vasculaire sur des vaisseaux instables, favorisant les phénomènes d’hypoxie cyclique et la 

stimulation de l’angiogenèse. L’excès de stimulation angiogénique engendre l’édification de 

néovaisseaux mal structurés et peu résistants à la pression, qui à leur tour seront victimes de 

compression et de stase et vont entretenir la boucle de stimulation de l’angiogenèse (22). 

Stress fluide 

Le stress fluide est déterminé par l’effet combiné de la structure des vaisseaux et de leur 

compression. La pression intravasculaire faible et la tension interstitielle excessive accentuent 

les forces de cisaillement des flux sanguins sur les parois vasculaires, et renforcent la pression 

des flux interstitiels sur la matrice et les cellules tumorales (21). La stase des fluides intra et 

extravasculaires va également à l’encontre de la distribution de traitements systémiques (23). 

L’hypertension interstitielle, plus élevée au cœur de la tumeur, crée une sorte de gradient 

d’hypoxie favorable au développement de l’agressivité tumorale et à la génération d’une zone 

de « réserve » de cellules résistantes. Le gradient de pression permet également au fluide 

interstitiel chargé de cytokines et de facteurs de croissance et de résistance de se diffuser en 

périphérie et au pourtour de la tumeur, et de promouvoir ainsi l’agressivité et la diffusion 

métastatique au-delà des limites de la tumeur elle-même (24).  

Consommation accrue 

En sus du stress solide et du stress fluide, l’hypoxie est accentuée par les besoins en 

oxygène accrus des cellules cancéreuses. D’une part, les cellules tumorales sont plus 

nombreuses et plus denses que dans un tissu normal, augmentant le ratio des besoins par 

rapport à l’apport. D’autre part, leur prolifération rapide nécessite la mise en place d’un 

anabolisme intense et consommateur d’oxygène (25). Enfin, une grande partie des cellules 

cancéreuses  sont dépendantes de la glycolyse aérobie, voie métabolique 18 fois moins 
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efficace que la phosphorylation oxydative (26). L’hypoxie elle-même favorise la sélection de 

cellules utilisant la glycolyse plutôt que la phosphorylation oxydative, s’auto-entretenant en 

maintenant un niveau de consommation excessive (27). 

1.1.2.3. Conséquences de l’hypoxie 

Au sein des tumeurs solides, l’organisation et la structure anormales des vaisseaux 

tumoraux engendrent une grande hétérogénéité de perfusion sanguine. Les flux vasculaires 

peuvent être dynamiques ou statiques, voir rétrogrades, et sont variables dans le temps 

(28,29). La paroi vasculaire hyperperméable et fenêtrée laisse échapper le plasma, et la faible 

pression oncotique peut engendrer des situations de stase sanguine même si le vaisseau est 

perfusé (30). Les variations de perfusion dans le temps et l’espace font émerger des zones 

d’hypoxie chronique ou aigue intermittente. L’hypoxie aigue intermittente favorise la 

progression tumorale en favorisant l’instabilité génétique, l’inflammation et 

l’immunosuppression. L’hypoxie chronique favorise l’angiogenèse, la dédifférenciation 

cellulaire et l’émergence de cellules résistantes à la mort cellulaire par apoptose et autophagie.  

En condition hypoxique, la production d’ATP par respiration mitochondriale est réduite en 

faveur de la glycolyse aérobie, processus moins efficace pour la génération d’ATP. L’utilisation 

préférentielle chronique de cette voie métabolique conduit à un déséquilibre ionique et une 

dépolarisation des membranes avec acidose intracellulaire. Le microenvironnement 

hypoxique, orchestré par la surexpression permanente des HIFs, vient modifier la régulation 

du cycle cellulaire. Si P53 est fonctionnelle, l’apoptose ou à la quiescence cellulaire pourront 

être induites. Dans le cas contraire, l’angiogenèse, l’expression de facteurs de croissance et 

de voies de survie et de résistance ainsi que la surexpression des transporteurs du glucose 

GLUT1 et 3 seront directement stimulés par HIF1 (17). Mises en jeu par la pression 

hypoxique, les voies métaboliques stimulées sont intriquées à certaines voies de prolifération. 

Ainsi, au-delà de la survie à l’hypoxie qu’elles permettent, ces voies métaboliques orientent 

préférentiellement la cellule cancéreuse vers un processus prolifératif plutôt que vers un 

processus énergétiquement efficace. Ce phénomène est appelé « effet Warburg » et va à son 

tour entretenir l’hypoxie par majoration de l’apport sanguin nécessaire (31).  

Les voies de survie activées par la surexpression de HIF1 conduisent à la fois au shunt 

des points de contrôle du cycle cellulaire et à un défect de certains systèmes de réparation 

des lésions de l’ADN. Additionnées à la pression proliférative, ces mécanismes aboutissent à 

un taux élevé de mutation et à une instabilité génétique et chromosomique favorables à 

l’émergence de nouveaux clones aux propriétés différentes (32).  

Les péricytes sont également soumis aux effets de l’hypoxie. En contexte d’hypoxie 

chronique notamment, leur phénotype se modifie en faveur de l’expression de voies de 

migration et de déstabilisation endothéliale telles que NG2, VEGF, MMP1, soutenant 

l’angiogenèse et le processus de dissémination métastatique (11).  
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1.2.  ROLE DU MICROENVIRONNEMENT VASCULAIRE DANS LA REPONSE AUX 

TRAITEMENTS ANTITUMORAUX 

1.2.1. Mauvaise distribution des traitements systémiques 

Les traitements administrés par voie générale tels que les chimiothérapies et thérapies 

ciblées sont une arme thérapeutique courante dans la lutte contre le cancer. Le rationnel de 

leur délivrance systémique se base sur leur sélectivité pour une propriété des cellules 

cancéreuses. Cette propriété peut être peu spécifique, comme une prolifération accrue, ou au 

contraire très spécifique comme le ciblage d’une protéine mutée particulière.  

Les traitements systémiques parviennent à la tumeur par voie sanguine : la vascularisation 

tumorale anormale est à la fois le vecteur indispensable et un obstacle majeur pour la bonne 

distribution de ces thérapeutiques. L’architecture désorganisée, la faible pression 

hydrostatique intravasculaire, les fenestrations sont autant de limites à une distribution spatiale 

homogène des traitements. L’irrégularité de la membrane basale et la rareté de la couverture 

péricytaire augmentent la sensibilité des vaisseaux au stress solide, limitant physiquement le 

passage des molécules (21,33). Du fait de l’hyperperméabilité des vaisseaux tumoraux, la 

balance de pression est déséquilibrée et limite la distribution d’agents thérapeutiques à un 

diamètre de 15 microns ou moins autour des capillaires, d’autant plus restreint que le poids 

moléculaire est élevé (34). La mauvaise pénétration intratumorale des chimiothérapies limite 

alors leur efficacité de façon pondérée par le stade tumoral et la densité vasculaire (35). 

Au-delà des contraintes physiques, les cellules endothéliales elles-mêmes endossent un 

métabolisme hyperglycolytique et consomment l’oxygène et les nutriments de façon 

supérieure à la normale, limitant encore l’accès en profondeur des traitements et majorant la 

barrière endothélio-cellulaire (36). De plus, la faible couverture péricytaire et la 

dédifférenciation des péricytes tumoraux réduit la réponse à certaines chimiothérapies, en 

particulier aux anthracyclines (13). 

1.2.2. Résistance globale aux traitements anticancéreux 

L’instabilité génétique mutagène et l’altération des systèmes de réparation de l’ADN dus à 

l’hypoxie aboutissent à l’émergence sélective de clones mutants plus résistants à la mort 

cellulaire (37). L’altération des systèmes de détection et de réparation de l’ADN limite la 

sensibilité de ces nouveaux clones aux traitements ciblant l’ADN. Lorsque l’hypoxie est 

profonde et chronique, les zones hypoxiques peuvent également constituer une niche de 

cellules moins proliférantes, donc moins sensibles aux traitements spécifiques du cycle 

cellulaire. De plus, l’acidification du pH dénature les antimétabolites. Certaines 

chimiothérapies comme la bléomycine ou l’étoposide ont une action réduite en l’absence 

d’oxygène (32). 

Les cellules endothéliales cancéreuses stimulent également la résistance aux traitements. 

En leur sein, la répression de l’anti-oncogène IGFBP7 et la surexpression d’IGF1 liée aux 

altérations métaboliques, conduit les cellules tumorales exprimant IGF1R à une 

dédifférenciation vers un phénotype souche chimiorésistant (38). L’expression endothéliale de 

FAK (Focal Adhesion Kinase) active également la voie de survie NFB dans les cellules 
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tumorales (39). De même, le profil cytokiniques des cellules endothéliales cancéreuses 

favorise la résistance à la radiothérapie(40).  

Outre les propriétés des cellules tumorales telles que l’instabilité génétique sélectionnant 

des clones radiorésistants et la synchronisation du cycle en phase radiorésistante, l’efficacité 

de la radiothérapie en elle-même est impactée en condition hypoxique. La raréfaction de 

l’oxygène limite le stress oxydant et les lésions de l’ADN qui en découlent, en particulier les 

cassures double brin. La répression des mécanismes MMR et BRCA1 de détection et de 

réparation des lésions de l’ADN réduit la possibilité d’activation de p53. En parallèle, le niveau 

ambiant élevé d’enzymes de réparation et l’abondance des complexes protéiques liés à l’ADN 

limitent les lésions et la mort cellulaire radio-induites (41).  

1.2.3. Résistance à l’Immunothérapie 

Les immunothérapies, administrées pour la plupart de manière systémique, se fondent sur 

la restauration et l’amplification de l’immunité antitumorale spécifique innée. Ainsi, l’infiltration 

de la tumeur par les cellules dendritiques et les lymphocytes T activés est nécessaire à son 

efficacité. L’endothélium est un acteur central de l’inflammation et du recrutement immunitaire, 

impliquant la capture, l’adhésion et la transmigration des leucocytes jusqu’à la tumeur. La 

dénaturation des molécules de surface endothéliales induites par la stimulation angiogénique 

permanente limite l’accès à la tumeur (42). L’expression de Fas-L par les cellules endothéliales 

est également possible (43).  

Le microenvironnement hypoxique tumoral est également immunosuppresseur en lui-

même. Le taux élevé de facteurs pro-angiogéniques, dont le VEGF, polarise les cellules 

inflammatoires et conduit à l’inactivation de la réponse immunitaire (44). De plus, HIF1 induit 

la surexpression de PDL-1, ligand inactivateur des lymphocytes T cytotoxiques (45).  

2. FRACTIONNEMENT EN RADIOTHERAPIE 

2.1.  RAPPEL DES PRINCIPES DE LA RADIOTHERAPIE 

La radiothérapie est l’administration à visée thérapeutique de rayonnements ionisants. Les 

rayonnements ionisants sont des émissions de particules chargées ou non (photons, 

électrons, protons, neutrons etc.) dont l’énergie est suffisante pour provoquer des ionisations, 

c’est-à-dire des transferts de charge électronique, au sein du milieu qu’elles traversent. La 

radiothérapie est dite externe si la source radioactive est située en dehors de l’organisme, 

interne si la source est injectée ou placée à l’intérieur du patient. Selon le type d’utilisation 

souhaitée, le type de source radioactive et sa demi-vie d’activité sont différents. Ici, nous 

parlerons uniquement de radiothérapie externe. Le champ d’utilisation médicale de la 

radiothérapie externe est quasi-exclusivement limité à la cancérologie. Les principaux types 

de rayonnements utilisés sont les photons X, largement majoritaires, les électrons, les protons 

et certaines particules lourdes. Les rayons X sont générés à partir des photons de freinage 

d’un faisceau d’électrons accéléré par un champ électromagnétique puissant, au sein d‘un 

accélérateur linéaire. L’avantage de ces accélérateurs est la possibilité de moduler le niveau 

d’énergie utilisé, donc la profondeur de pénétration des rayonnements, et l’absence de source 

radioactive permanente dont le contrôle et le recyclage sont moins aisés.  
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En cancérologie, le principe de la radiothérapie est le suivant : la délivrance de 

rayonnements ionisants crée un stress oxydant cellulaire responsable de lésions directes et 

indirectes de l’ADN, notamment de cassures double brin irréparables, dont la sévérité ou 

l’accumulation provoquent la mort de la cellule par incapacité à se diviser. L’irradiation est 

locale ou locorégionale, strictement limitée aux zones cibles définies par l’oncologue- 

radiothérapeute, avec une précision de 10 à 1 millimètres selon les accélérateurs. L’unité de 

dose utilisée est le Gray (Gy), correspondant à un transfert énergétique de 1 joule/kg. A l’heure 

actuelle, les doses utilisées en pratique clinique courante vont de 20 à 80 Gy selon les 

indications. Les indications principales sont le traitement curatif ou palliatif des tumeurs 

malignes de l’adulte, en particulier du sein, de la prostate, du poumon, des sphères ORL, 

gynécologique, neurologique et digestive. Dans ce cadre, la radiothérapie peut être associée 

de façon séquentielle ou concomitante aux traitements systémiques du cancer comme la 

chimiothérapie, les thérapies ciblées ou l’immunothérapie.  

2.2. PRINCIPE DU FRACTIONNEMENT 

2.2.1. Pourquoi fractionner la radiothérapie 

L’efficacité de l’irradiation dans la lutte anti-cancéreuse est connue et utilisée depuis près 

de 120 ans. L’utilisation de sources radioactives au débit progressivement décroissant, le 

manque de précision des outils de mesures physiques et la difficulté des calculs dosimétriques 

ont conduit à la mise en place de nombreuses précautions de sécurité. La limitation de 

l’irradiation au strict volume tumoral est en effet impossible, et aux doses tumoricides, les 

lésions créées aux tissus sains peuvent avoir des conséquences graves voire mortelles 

comme le syndrome gastro-intestinal ou l’agranulocytose. Le fractionnement de l’irradiation a 

permis de limiter ces effets secondaires tout en conservant une efficacité antitumorale grâce 

à l’exploitation des capacités différentes de réparation des lésions de l’ADN entre les cellules 

tumorales et les cellules saines. Ainsi, la répartition temporelle de la dose non pas en une 

seule mais en de multiples séances espacées de plusieurs heures permet aux cellules saines 

d’exploiter leur machinerie physiologique de réparation de l’ADN. A l’inverse, 

schématiquement, les cellules cancéreuses subissant des dommages sont plus orientées vers 

les voies de survie que d’arrêt du cycle cellulaire. La sollicitation de la machinerie de réparation 

est moins systématique, plus lente et moins efficace. Cette orientation préférentielle leur 

procure un avantage sélectif pour la mutagénicité et l’expansion clonale du cancer. Dans ces 

conditions, la répétition de l’irradiation exerce une « pression lésionnelle » qui provoque 

l’accumulation de dommages létaux ou potentiellement létaux et, à défaut de conduire la 

cellule vers une apoptose défaillante, rend la mitose impossible au cycle suivant ou après 

quelques cycles.  

De surcroit, la prolifération excessive rend les cellules tumorales plus sensibles aux 

dommages radio-induits, les cellules en cycle étant plus radiosensibles. L’écart idéal entre 

deux fractions, qui permet d’un côté une réparation optimale des cellules saines, et de l’autre 

évite le recouvrement des cellules cancéreuses, se situe entre 6 et 30 heures (46). Le rythme 

d’une séance quotidienne a ainsi été généralement admis. Bien sûr, cet effet différentiel est à 

pondérer selon la vitesse de prolifération et la radiosensibilité intrinsèque du tissu sain 

concerné. 
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2.2.2. La radiobiologie classique : alpha/beta, BED 

Afin de prédire d’une façon plus générale la sensibilité au fractionnement à l’échelle 

tissulaire, des modèles mathématiques ont été élaborés à partir de courbes de survie cellulaire 

obtenues in vitro. Le modèle le plus couramment admis est le modèle linéaire quadratique, 

dont l’équation est la suivante :  

(𝑆) = 𝑒−(𝐷+𝐷2) 

Où D est la dose délivrée,  est la capacité du modèle cellulaire à réparer les lésions de 

l’ADN et  la sensibilité aux lésions sublétales. Logiquement, le paramètre  est donc plus 

élevé dans les cellules saines et le paramètre  est plus élevé pour les tissus proliférant 

rapidement. A partir de cette équation appliquée au type cellulaire choisi, on peut alors définir 

un ratio / inversement proportionnel à la sensibilité du tissu au fractionnement. 

 

Figure 8 : Représentation graphique du modèle linéaire quadratique et de l’effet du fractionnement de 

la dose (46) 

 

La courbe A représente l’effet de la dose délivrée en une seule fraction. La survie clonogénique suit 
la courbe répondant à l’équation du modèle quadratique. 

La courbe B représente l’effet de la dose délivrée en fractions quotidiennes de 2 Gy. Entre chaque 
séance, une partie des dommages de l’ADN est réparée, permettant une meilleure survie clonogénique. 
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Figure 9 : Schématisation des effets de l’irradiation fractionnée selon le ratio α/β du type cellulaire 

 

A gauche : ratio / faible, l’effet du fractionnement est limité et la survie clonogénique est 
d’autant plus proche de la courbe linéaire quadratique représentant une dose unique que le ratio se 
rapproche de zéro 

A droite : ratio / élevé, plus la dose est fractionnée, plus les cellules se réparent entre chaque 
fraction. La survie clonogénique est améliorée par rapport à la courbe linéaire quadratique 
représentant une dose unique. 

2.3. SCHEMAS HYPOFRACTIONNES 

2.3.1. Intérêt clinique des schémas hypofractionnés 

De nos jours, les équipements de radiothérapie permettent une précision de plus en plus 

pointue. Les accélérateurs sont d’une précision millimétrique concernant la délivrance 

géographique de la dose et d’une grande fiabilité concernant l’énergie et le débit de dose. 

L’imagerie multimodale, la modulation d’intensité et le contrôle du positionnement sous 

l’appareil permettent de réduire considérablement le volume et la dose reçue par les tissus 

sains péri tumoraux (47). Dans ce contexte de précision stéréotaxique, l’effet différentiel 

devient moins nécessaire et l’utilisation de schémas hypofractionnés, utilisant des doses par 

séance supérieures à 2 Gy, devient envisageable. Le côté pratique évident de ces schémas, 

limitant les allées et venues des patients et l’encombrement des machines, a motivé leur 

introduction et leur généralisation rapide en pratique courante. Outre les indications palliatives, 

les traitements par radiothérapie hypofractionnée sont désormais admis comme équivalents 

au standard dans le traitement curatif de nombreuses localisations tumorales comme la 

prostate (48), le poumon (49) ou le foie (50). A titre d’exemple, des doses de 2.5 à 5 Gy par 

fraction ont montré une survie sans récidive non inférieure par rapport au schéma 

normofractionné dans le cancer de la prostate localisé (51–53). Dans les cancers bronchiques 

non à petites cellules de faible volume, des essais cliniques utilisant des doses telles que 12 

à 18 Gy par fraction, délivrées dans des conditions stéréotaxiques, ont montré une survie 

comparable à la chirurgie (54).  

2.3.2. Biologie des schémas hypofractionnés 

La transposition de schémas conventionnels reconnus comme efficaces et éprouvés en 

schémas hypofractionnés n’est pas aisée. Afin d’obtenir une équivalence de dose, on utilise 
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par convention une formule établie à partir du modèle linéaire quadratique. La dose biologique 

équivalente ou BED représente la dose qui correspondrait si un nombre infini de fractions 

infiniment petites étaient données (55). Elle se calcule à partir de la formule suivante : 

𝐵𝐸𝐷 = 𝑑𝑜𝑠𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 × (1 +
𝑑𝑜𝑠𝑒 𝑝𝑎𝑟 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛

𝛼
𝛽⁄

) 

Le choix de la dose par fraction est plus empirique et tient compte de la proximité de tissus 

sains et de la sensibilité du type tumoral au fractionnement. Bien que mathématiquement 

calculable, la transposition pratique d’un schéma à l’autre reste pleine d’incertitudes. En effet, 

la formule ne tient pas compte du temps inter-fraction et son respect strict pour une 

équivalence de dose exacte imposerait un étalement identique pour un schéma normo ou 

hypofractionné. En pratique, un temps inter-fraction trop important pourrait faire perdre le 

bénéfice de l’augmentation de dose en termes de repopulation tumorale (47). De plus, la 

validité du modèle pour des doses par fraction supérieures à 7 Gy est controversée (56,57). 

Pour ces fortes doses, les courbes de survie clonogéniques obtenues in vitro présentent des 

écarts de 6 à 40% avec la survie théoriquement attendue (58). De plus, ces écarts 

apparaissent différents, voire contradictoires selon leur mesure précoce ou tardive (59). 

Au-delà des écarts obtenus sur les cultures cellulaires qui peuvent paraître acceptables 

dans certaines conditions, l’impact des variations de doses sur le microenvironnement tumoral 

n’est pas pris en compte par le modèle. L’hypoxie et l’effet de réoxygénation radio-induit sont 

pourtant sources de différences majeures entre les résultats extrapolés et les effets constatés 

chez l’humain ou l’animal (58,60). De plus, plusieurs études récentes montrent que les 

réactions immunitaires sont drastiquement différentes pour les fortes doses par fraction et 

peuvent influencer la réponse tumorale (61–63). 
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3. REMODELAGE VASCULAIRE RADIO-INDUIT 

3.1. REPONSE VASCULAIRE A L’IRRADIATION 

A l’occasion d’une radiothérapie externe, les cibles de l’irradiation sont les cellules 

cancéreuses. Néanmoins, les cellules malignes sont situées au sein de la tumeur et de son 

microenvironnement. La vascularisation tumorale reçoit la même dose que l’ensemble de la 

tumeur. L’irradiation provoque des modifications des vaisseaux qui impactent leur 

fonctionnalité oxygénative et distributive, et peuvent influencer la disponibilité et l’efficacité de 

traitements systémiques ou de la radiothérapie elle-même. Les paragraphes suivants font la 

synthèse des modifications vasculaires radio-induites observées dans la littérature et leur 

impact sur la perfusion et l’oxygénation à l’échelle tissulaire. 

A l’inverse, la présence de cellules endothéliales influence la réponse de la tumeur elle-

même à l’irradiation, ainsi que la réaction immuno-inflammatoire locale et systémique. La 

revue de la littérature présentée en seconde partie fait état du rôle biologique de l’endothélium 

dans la réponse tumorale à la radiothérapie, tout en développant particulièrement les aspects 

immuno-inflammatoire de cette réponse. 

3.1.1. Remodelage vasculaire radio-induit 

Les études concernant l’impact de l’irradiation sur le microenvironnement vasculaire 

tumoral sont hétérogènes, tant dans les modèles que dans les doses et les méthodes utilisés. 

Il en sort que la radiothérapie induit d’une part des modifications morphologiques des 

vaisseaux, portant sur le nombre (densité microvasculaire) et la couverture péricytaire des 

vaisseaux tumoraux, et d’autre part des modifications fonctionnelles de la perfusion sanguine 

et de l’hypoxie tumorale (64–66,66–88).  

3.1.2. Réponse à l’irradiation monodose 

3.1.2.1. Mort radio-induite des cellules endothéliales 

La sensibilité des cellules endothéliales tumorales in vivo à de fortes doses d’irradiation 

est peu connue, difficile à étudier, et objet de controverses. Dans un modèle sous-cutané de 

fibrosarcome, une vague d’apoptose des cellules endothéliales a été décrite après une 

irradiation monodose de 11 Gy, d’importance croissante avec la dose. Cette vague de mort 

cellulaire n’était pas observable pour des doses de 7 Gy et inférieures (76). De même, une 

apoptose massive des cellules endothéliales intestinales saines, dépendante de l’ASMase, a 

été décrite 4 heures après irradiation, observable à partir de doses comprises entre 7 et 11 Gy 

(89). A l’encontre de ces résultats, dans un modèle de tumeur bronchique, aucune réduction 

de la densité vasculaire n’était observable après 15 Gy bien que des taux élevés de caspase 

3 clivée aient été décrits dans les cellules endothéliales (68). 

3.1.2.2. Effet d’une monodose sur l’oxygénation tumorale 

La majorité des études associant irradiation et mesure de l’hypoxie tumorale utilise une 

seule séance de radiothérapie à une dose variable, et décrit un impact négatif de l’irradiation 

sur la fonction d’oxygénation : augmentation de l’hypoxie tumorale et réduction de la perfusion, 
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qui semble plus marquée pour les fortes doses. Néanmoins, ces conclusions sont à reprendre 

avec précaution compte-tenu de l’hétérogénéité des modèles et méthodes. L’incohérence 

globale des résultats de densité microvasculaire et de couverture péricytaire, rendant toute 

conclusion globale impossible, témoigne encore de cette hétérogénéité. 

Tableau 1 : Etudes de l’impact de la radiothérapie monodose sur le microenvironnement vasculaire 

 

3.1.3. Réponse à l’irradiation fractionnée 

La répartition de la dose totale en plusieurs séances, ou fractionnement de la dose, est 

plus proche de la pratique clinique quotidienne en radiothérapie. Bien que variables dans leurs 

modèles également, les conclusions des études concernées sont plus consensuelles. Dans 

ces études, les vaisseaux tumoraux sont moins nombreux ou en quantité stable selon la dose 

par fraction, mais présentent une couverture péricytaire plus abondante et la perfusion 

sanguine est augmentée. Les mesures d’hypoxie et de perfusion présentent des résultats plus 

hétérogènes, dont on retient une tendance globale à l’amélioration après irradiation 

fractionnée. 
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Tableau 2 :  Etudes de l’impact de la radiothérapie fractionnée sur le microenvironnement vasculaire 

 

3.1.4. Remodelage vasculaire induit par l'irradiation normofractionnée 

Nettement moins de données sont disponibles pour ce qui concerne les effets d’une 

radiothérapie normofractionnée. Les travaux précédents de l'équipe ont décrit l’impact du 

schéma de fractionnement le plus courant en pratique clinique (radiothérapie 

normofractionnée : 2 Gy par jour, 5 jours par semaine) sur le microenvironnement vasculaire, 

dans un modèle de cancer de prostate humain (80). Après deux semaines d’irradiation, la 

densité microvasculaire n’était pas significativement modifiée. En revanche, le nombre de 

péricytes périvasculaires et de jonctions serrées inter-endothéliales était augmenté. En 

parallèle, l'hypoxie tumorale sévère était réduite, et la perfusion sanguine ainsi que la 

distribution intratumorale de dextrans de taille variée étaient significativement majorées. 

Ce remodelage vasculaire radio-induit s’apparente à une maturation de 

microvaisseaux initialement altérés. Un phénomène similaire a été décrit après l’administration 

d’agents anti-angiogéniques : dans une « fenêtre de normalisation vasculaire », les vaisseaux 

retrouvent transitoirement un phénotype plus mature et une fonctionnalité améliorée associés 

à une réduction de l’hypoxie tumorale, avant d’être détruits par la stimulation anti-angiogénique 

prolongée (90). La normalisation vasculaire induite par les anti-angiogéniques a été largement 

décrite et mise à profit pour améliorer la distribution et l’efficacité des chimiothérapies 

(36,91,92). Ses caractéristiques principales sont résumées dans le tableau qui suit. La mise à 

profit de la réduction de l’hypoxie tumorale pour augmenter l’efficacité de la radiothérapie a 
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été suggérée mais la durée limitée de la fenêtre face à l’étalement sur plusieurs semaines de 

radiothérapie rend cette application plus difficile (93).  

De façon intéressante, des travaux portant sur les vaisseaux cérébraux sains (qui à l’état 

physiologique ont une faible couverture péricytaire) montrent également un recrutement de 

péricytes après irradiation normofractionnée. Ce recrutement se faisait parallèlement au 

recrutement d’autres cellules inflammatoires issues de la moelle osseuse et son mécanisme 

n’a pas été identifié, l’inhibition de la voie SDF1/ CXCR4 ne le modifiant pas (94). 
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Figure 10 : Maintien de la densité et de la distribution vasculaire en cours de radiothérapie 

normofractionnée (80) 

 

(A) Densité microvasculaire tumorale en cours de radiothérapie normofractionnée. Les valeurs 
représentent la moyenne sur n=13 par point pendant 6 semaines 

(B) Profil de distance entre les cellules et le vaisseau le plus proche pendant les 2 semaines de 
radiothérapie normofractionnée. Les profils sont faits sur une base n=13, les comparaisons statistiques sont 
par rapport à t0.  

(C) Images pseudo-confocales de vaisseaux tumoraux (CD31+) marqués par TUNEL pendant la 
radiothérapie normofractionnée. Flèches = cellules TUNEL+/CD31+ 

(D) Quantification de la surface CD31+/TUNEL+ sur l’image, n=13/point 
(E) Images de dimension Z de sections tumorales de 100 µm d’épaisseur avant (t0) ou après 2 semaines 

de radiothérapie normofractionnée (t14). Marquage des vaisseaux sanguins (CD31+/Fli-1+)  
(F) Analyse des images du réseau vasculaire sur les sections tumorales de 100 µm d’épaisseur. Moyennes 

obtenues pour n=9 par point 
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Figure 11 : Amélioration de la couverture péricytaire et augmentation des jonctions inter endothéliales 

durant la radiothérapie normofractionnée de modèles de cancer de prostate PC3 

 

(A) Images pseudo-confocales de vaisseaux sanguins tumoraux en cours de radiothérapie 
normofractionnée et marquées avec   ZO-1/CD31 (haut) or SMA/CD31 (bas) 

(B,C) Quantification du signal ZO-1+/CD31+ à partir des images (B) and surface  SMA péri-CD31+  
(C). Valeurs obtenues sur n=13 par point  
(D) Quantification de la surface de signal desmin péri-CD31+ et fréquence des vaisseaux 

desmin+/SMA+  
(E)Images confocales représentatives d’un vaisseau sanguin issu d’une tumeur prélevée à J14 en 

cours de radiothérapie normofractionnée et marquée avec CD31/desmin/SMA. 
(F) Analyses spectrales des profils de marquage CD31/desmin/SMA sur une section de l’image 

confocale 
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Figure 12 : L’irradiation normofractionnée réduit l’hypoxie et accroît la perfusion tumorale dans un 

modèle de tumeur prostatique 

 

(A) Images pseudo-confocales des tumeurs en cours de radiothérapie normofractionnée, marquée 
pour l’hypoxie (EF5) et les cellules endothéliales (CD31) 

(B) Quantification de la surface EF5+ sur les images des tumeurs en cours de radiothérapie 
normofractionnée. N=13 par point 

(C) Images pseudo-confocales de tumeurs perfusées par Hoechst 333421 et dextrans de 2 et 20 kDa 
avant (t0) ou après (t14) 2 semaines de radiothérapie normofractionnée. Le contre marquage nucléaire 
était réalisé à l’air de SYBR-green. 

(D,E,F) Quantification de la surface perfusée par le Hoechst 33342(D), le dextran moyen (E) et le 
dextran lourd (F) avant et après radiothérapie normofractionnée (n=6, comparaison à t0) 
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Tableau 3 : Critères de normalisation vasculaire induite par les anti angiogéniques (95) 

 

 

3.1.5. Origine des péricytes et voies impliquées dans le remodelage vasculaire 

L’origine des péricytes est encore mal connue, qu’il s’agisse de péricytes physiologiques 

ou associés au cancer. L’hypothèse la plus communément admise serait qu’il s’agit de cellules 

mésenchymateuses qui viennent se condenser autour des vaisseaux sous l’effet du PDGFβ 

(96,97). Aucun marqueur commun et spécifique des péricytes n’a pu être décrit à ce jour, 

pouvant faire supposer une certaine plasticité de ce type cellulaire. Les péricytes pourraient 

même constituer une niche périvasculaire de cellules souches mésenchymateuses (10).  

Si la voie du PDGFβ a été souvent décrite comme principale voie de recrutement des 

péricytes, certaines voies alternatives induites par l’irradiation comme par exemple 

SDF1/CXCR4 ou HbEGF ont également été décrites comme impliquées dans le recrutement 

péricytaire. Ces voies ne semblent pas impliquées de façon constante mais plutôt 

dépendantes des voies d’activation oncogéniques de la tumeur en réponse à l’irradiation (98). 

La voie de la sphingosine-1-phosphate (S1P), fortement impliquée dans la réponse 

endothéliale à l’irradiation, pourrait également participer au recrutement des péricytes. Le 

récepteur S1P1 des cellules endothéliales est en effet un régulateur la maturation vasculaire : 

son absence lors de l’angiogenèse embryonnaire a pour conséquence une couverture 

vasculaire déficiente (99). Or, la réponse des cellules endothéliales à l’irradiation est 

caractérisée par une mobilisation en excès de la voie membranaire de la sphingomyélinase 

acide (ASMase), responsable de la génération de S1P pouvant conduire pour les fortes doses 

jusqu’à l’apoptose (100). En l’absence d’apoptose, la stimulation de S1P1 pourrait conduire 

au recrutement péricytaire.  
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Les péricytes ont également été mis en cause dans les réactions de fibrose radio-induite 

comme l’athérosclérose ou la fibrose pulmonaire, par le biais de mécanismes inflammatoires 

non complètement élucidés (101). L’infiltration locale massive de myofibroblastes 

inflammatoires, décrite suite à la radiothérapie mais également lors de nombreux phénomènes 

inflammatoires peu spécifiques, pourrait être issue de la différenciation des péricytes (102). 

D’autres hypothèses considèrent également la possibilité d’une différenciation des cellules 

endothéliales elles-mêmes (transition endothélio-mésenchymateuse) sous l’influence des 

signaux inflammatoires mais également des péricytes (103). L’implication de voies de 

recrutement péricytaire comme SDF1/CXCR4 ou S1P, stimulées de façon répétée à chaque 

séance de radiothérapie, fait supposer le principe de remaniements dynamiques entretenus 

par le maintien de l’irradiation (84). 

3.2. REVUE DE LA LITTERATURE : ROLE DU MICROENVIRONNEMENT VASCULAIRE DANS 

LA REPONSE A L’IRRADIATION 

Article paru dans le British journal of Radiology de septembre 2018 

BJR 91(1089):20170762. doi: 10.1259/bjr.20170762. Epub 2018 Apr 20.(104) 
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ABSTRACT 

Ionizing radiation induces acute and late injuries that are dose-limiting factors in radiotherapy. 
Tissue injury, inflammation and infection are all associated to infiltration of immune-inflammatory cells 
from the blood and/or the lymph circulation. Damaged cells from the tissues and immune-inflammatory 
resident cells release factors that attract cells from the circulation, leading to the restoration of tissue 
balance by fighting against infection, elimination of damaged cells and healing of the injured area. When 
exposed to high doses of radiation, normal tissues that surround the tumors develop an immune-
inflammatory reaction in response to tissue injury. This reaction can turn out to be chronic and 
deleterious for the concerned organ, potentially leading to fibrosis and/or necrosis of the irradiated area. 
Tumors also trigger an immune-inflammation reaction, which can be initialized and amplified by cancer 
therapy such as radiotherapy, although immune checkpoint often allow many cancers to be protected 
by inhibiting the T cell signal. Altered by ionizing radiation, the vascular network is considered as a prime 
target to limit normal tissue damage and improve tumor control in radiotherapy. Irradiation damages 
and/or activates endothelial cells which then participate in the recruitment of circulating cells, especially 
by overexpressing cell adhesion molecules, but also by other as yet unknown mechanisms. Herein, we 
have explored the involvement of vascular endothelium in the fate of healthy tissues and tumors 
undergoing a radiotherapy. This review also covers current researches that take advantage of the 
radiation-induced response of the vasculature to spare healthy tissue and/or better target tumors. 
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INTRODUCTION 

All tissues can be damaged by ionizing radiation beyond a dose-volume threshold.1 The damage results from 

the initial deposition of energy within the tissue. The processes of radiation injury begin at once after the 

irradiation, but some of the clinical and histological signs such as necrosis and fibrosis cannot become visible 

before weeks, months, or even years after a therapeutic treatment.1,2 Damages are characterized by cell death, 

phenotypic changes, immune-inflammatory cell infiltration, vascular and tissue remodeling, which can lead to 

chronic injury and ultimately necrosis. 

Radiotherapy (RT) is used to treat a variety of cancers, as well as benign tumors, in more than half of patients 

with tumors.3 Despite great advances in radiation dose delivery techniques, the therapeutic index of RT is still 

limited by normal tissue injury in organs at risk and by the radiation resistance of some tumors.4 New approaches 

to optimize the response of normal tissue and tumors thus remain essential for improving the outcome of RT, by 

increasing the likelihood of cancer cure or by decreasing normal tissue toxicity, or both.5,6 

In the vessels, the endothelium is a key cell compartment for the response to ionizing radiation of healthy 

tissue and tumors, and represents a promising target to improve the differential effect of RT in the future.6,7 

Following radiation exposure, the global endothelial cell response covers a wide range of molecular changes with 

a global expression pattern of modifications.8,9 Changes occur at the transcriptional, translational and post-

translational levels and impact cell phenotype as well as the microenvironment by production and secretion of 

soluble factors such as reactive oxygen and nitrogen species (respectively ROS and RNS), chemokines, cytokines 

and growth factors. These radiation-induced dynamic modifications of molecular networks may control the 

endothelial cell phenotype and govern recruitment of immune cells.  

Ionizing radiation induces an inflammatory response in organs10 and tumors11 characterized by immune-

inflammatory cell infiltration. Vascular endothelium plays an integrative role in the tissue response following 

stress, and controls the initiation and resolution of inflammatory responses through the regulation of chemotaxis 

and activation of leukocytes in the periphery.11,12 The development of this inflammatory response is regulated by 

a complex process that involves leukocyte-endothelium interactions composed of activation, rolling, adhesion and 

transmigration in the surrounding tissue13 (Figure 1). On the other hand, engaging the immune system for optimal 

anti-cancer therapy is an attractive contemporary concept.14 Promising current strategies generate an effective 

immune response to destroy the tumor in combination with RT.15 In this context, control of the adaptive immune 

response by the tumor endothelium is a crucial process.  
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Figure 1. The leukocyte adhesion cascade is triggered by a pro-inflammatory stimulus. Injury activates 

endothelial cells, allows production of free radicals and damages tissue and tissue-resident immune cells leading 

to the release of cytokines, chemokines and growth factors, which then attract leukocytes from the circulation. 

Circulating leukocytes undertake a seven-step process of capture, rolling, slow rolling and activation, arrest and 

adhesion strengthening, intravascular crawling and finally transmigration to reach sites of inflammation. Each 

step of this process is controlled by various adhesion molecules at the surface of the endothelium. All of these 

proteins are glycosylated, a post-translational modification process that may be regulated during inflammation. 

During this cascade of events, leukocytes are also activated by interactions with cytokines, chemokines and growth 

factors sequestrated by the glycosaminoglycans of the endothelial glycocalyx. RNS, reactive nitrogen species; 

ROS, reactive oxygen species. 

 

 

THE VASCULAR ENDOTHELIUM 

A healthy endothelium is in a well-balanced state between pro- and anti-oxidants, vasodilators and 

vasoconstrictors, pro- and anti-inflammatory molecules, and pro- and anti-thrombotic signals. It provides key 

functions in angiogenic and inflammatory processes, which are activated and finely regulated when required. As 

can happen in case of inflammation, breakdown of this complex balance leads to a diseased or pathological 

endothelium displaying pro-oxidant, vasoconstrictor, pro-inflammatory and pro-thrombotic properties.  

Role in immune-inflammatory cell recruitment 

The endothelium is able to activate a global molecular program in physiological conditions or in response to 

stress and serves as a key checkpoint to control the immune response. The adhesion of leukocytes to the vascular 

endothelium is one of the major characteristics of inflammation. This process involves glycoproteins which allow 

the adhesion of circulating leukocytes in the blood stream with the endothelial cells. The objective of this adhesion 

is the passage of leukocytes from the bloodstream to the injured site. The endothelial cell-leukocyte interaction is 

the result of a large number of physical (shear forces), chemical (weak interactions and impairment of nitric oxide 
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(NO) production) and biological (proteins and specific glycoproteins, substrates and cytokines) factors. The cell 

recruitment takes place through a cascade of seven events consisting in capture (or tethering), rolling, slow rolling, 

arrest, adhesion strengthening and spreading, intravascular crawling, and paracellular and transcellular 

transmigration13 (Figure 1). The multiplicity of molecular choices for each of the stages provides a great diversity 

of very specific combinations of leukocyte recruitment that makes it possible to adapt recruitment to the type of 

tissue and injury.13,16 

Cell adhesion molecules (CAMs) and activation of integrins are at the heart of the adhesion process following 

selectin ligand recognition. Modulation of adhesion occurs through action of chemical and biological factors 

released by injured tissues, endothelial cells, leukocytes and innate lymphoid cells. For instance, the degranulation 

of activated mast cells releases histamine, leukotrienes and platelet activating factor (PAF). Histamine then 

activates selectins, which allows the capture of leukocytes and the initiation of rolling. Subsequently, leukotrienes 

and PAF participate in the activation of integrins by increasing their avidity and expression, contributing to 

maintain rolling and firm adhesion. On the other hand, cytokines and chemokines induce the transcription of 

endothelial CAMs such as selectins, intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion 

molecule 1 (VCAM-1). Activated endothelial cells also produce excess of ROS, which results in the activation of 

oxidative stress-sensitive transcription factors such as NF- B or AP-1. The latter also directs endothelial cells 

towards a pro-adhesive leukocyte phenotype.17 Conversely, NO, prostaglandin I2 (PGI2) and adenosine are 

endogenous anti-adhesive factors.17 

Importance of the endothelium glycome in endothelial-immune cell 

interactions 

Modifications of the glycan profile, whose entire spectrum defines the glycome, alter the function of proteins 

and participate in cellular functions, notably adhesion and cellular communication in endothelial cells. Selectins 

are specialized protein receptors for leukocyte glycoconjugates that mediate tethering and rolling of leukocytes 

under flow in inflamed vascular beds.18 Endothelial cells have many glycoconjugates on their surface that are 

regulated in an inflammatory context and are involved in interactions with circulating cells (Figure 1).19 These 

glycan structures can thus be considered as entry points for the immune system. In addition, the endothelial 

glycocalyx, a covering composed of a layer of polysaccharides covalently bound to the lipids and proteins of the 

membrane, also plays an important role in the immune-inflammatory response, especially via its role in leukocyte-

endothelial interaction.20 Following an acute or a chronic injury, pro-inflammatory stimuli such as TNF-  induce 

shedding of glycosaminoglycans (GAGs), thereby decreasing the width and size of the endothelial glycocalyx.21 

This allows greater accessibility of endothelial glycoprotein epitopes, on which circulating leukocytes roll and to 

which they adhere. 

RADIOBIOLOGY AND RADIOPATHOLOGY OF THE 

VASCULAR ENDOTHELIUM 

Ionizing radiation has multiple effects on the endothelium, which is thought to contribute to the initiation and 

progression of radiation-induced damage to healthy tissues.22 Among the main effects are radiation-induced cell 

death, loss of thromboresistance, endothelial activation and secretion of soluble factors such as cytokines and 

growth factors.23 Vessels of normal tissues surrounding the tumors and of the tumors themselves are both impacted 

by ionizing radiation during RT. In most cases, normal and pathological tissues comprise genetically normal 

endothelial cells. In tumors, however, vascular cells undergo the influence of the tumor environment and display 

different phenotypes, and sometimes different genotypes, from those of endothelial cells from normal tissues. 

Figure 2 shows a schematic view of the effects of ionizing radiation on the vascular endothelium, which are 

detailed below. 
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Figure 2. Ionising radiation injures the vascular endothelium. DNA damage and ceramide production lead to 

cell death, stress-induced premature senescence, cell activation mainly characterised by the overexpression of 

adhesion molecules and disruption of the endothelial barrier. Endothelial activation promotes a pro-thrombotic 

and pro-inflammatory phenotype that ultimately leads to thrombosis and recruitment of leukocytes. Irradiated 

endothelial cells can also undergo an endothelial-to-mesenchymal transition that potentially contributes to fibrosis 

via a final differentiation into activated myofibroblasts capable of secreting collagens. APC, antigen-presenting 

cells; CAM, cell adhesion molecules; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-type 1; TF, tissue factor; vWF, von 

Willebrand factor. 

 

 

 

Endothelial cell apoptosis and senescence 

Apoptosis is a frequent cell death process after irradiation.24 Exposure of healthy tissues to a high dose of 

ionizing radiation (≥10 Gy) induces an acute endothelial reaction characterized by a rapid wave of endothelial 

apoptosis.22,25 Yet, the key role and the existence itself of radiation-induced endothelial apoptosis in normal tissue 

lesions remain controversial. Endothelial apoptosis has been shown to be the primary event responsible of the 

gastrointestinal syndrome after whole-body irradiation at 15 Gy in mice.26 Despite contradictory results, which 

have been discussed elsewhere, 27 the participation of endothelial apoptosis in the deleterious tissue effects after 

irradiation is still widely accepted. 

Endothelial cells also experience stress-induced premature senescence in vitro and likely in vivo.28 Senescent 

irradiated endothelial cells can accumulate in tissues, promoting age- and therapy-related pathologies, including 

cardiovascular diseases. Through secretion of many inflammatory mediators and extracellular proteases, called the 

senescence-associated secretory phenotype (SASP), the senescent phenotype causes chronic inflammation and 

disruption of tissue structure and function. The surviving irradiated cells likely participate in the development of 

a dysfunctional vascular phenotype. In the early phase, it is marked by excessive secretion of pro-inflammatory 

cytokines, increased recruitment of circulating cells such as platelets and lymphocytes, activation of the 

coagulation system, and increased vascular permeability.22 In the late phase, a collapse of the vessels is observed, 

associated with a reduction in the thickness of the basal membrane and the persistence of a pro-coagulating, pro-

inflammatory and potentially senescent endothelial phenotype.29 
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Endothelial activation 

Ionizing radiation triggers changes in the phenotype of endothelial cells that lead to endothelial activation and 

then potentially to endothelial dysfunction. Endothelial activation is defined as the endothelial expression of 

adhesion molecules, such as VCAM-1, ICAM-1 and E-selectin.30 It is usually triggered by pro-inflammatory 

cytokines such as tumor necrosis factor (TNF)-  or interleukin (IL)-6. Loss of NO also leads to increase 

endothelial cell activation, which can then cause endothelial impairment, including dysfunction of the vascular 

tone and chronic activation of the coagulation and the immune-inflammatory systems. Radiation-induced 

endothelial activation results in an increased expression of adhesion proteins such as VCAM-1, ICAM-1, PECAM-

1, E-selectin and P-selectin which participate in the recruitment of circulating cells.31-34 Irradiation leads to 

increased platelet-endothelial interactions both in vitro and in vivo34,35 by a mechanism that involves PECAM-1. 

Recently, similarly to chronic inflammation induced by TNF-  or in the context of atherosclerosis,36,37 we showed 

that irradiation modifies the glycosylation pattern of endothelial cells, causing an increase in monocyte adhesion.38 

In vivo, an increase in endothelial expression of ICAM-1 and VCAM-1 has been shown in a model of intestinal 

inflammation induced by radiation.39 Interestingly, ICAM-1 knock-out mice exhibited less severe pulmonary and 

intestinal inflammation than wild mice,40 suggesting that cell infiltration could be deleterious in this context. In 

human patients, the endothelium can be activated by therapeutic radiation41,42 through activation of NF- B which 

is likely essential in the genesis of cardiovascular disease induced by RT.43,44 These studies have overall 

demonstrated that the increase in expression of adhesion molecules by endothelial cells after irradiation plays a 

decisive role in the recruitment of circulating cells and thus in the radiation-induced inflammation of the tissue 

and/or the tumor, with a potential deleterious effect on normal tissues. 

Radiotherapy and vascular changes in tumors 

Blood vessels are largely affected by RT depending on the number of fractions, dose rate, and total radiation 

dose and fraction size.45 As a result of excessive production of angiogenic molecules, blood vessels in solid tumors 

display characteristic features such as dilated microvessels, incomplete endothelial lining, compression by tumor 

cells, excessive branching and highly irregular architecture. At a cellular level, an incomplete maturation of the 

capillaries is noted with absent or detached perivascular cells, absent or too thick basement membrane and lack of 

endothelial cells junction. This abnormal vasculature causes hypoxia that further impacts the efficacy of irradiation 

because lack of oxygen reduces the amount of ROS induced by irradiation and because hypoxia selects 

radioresistant mutant cells.46  

Observations that transplanting cancer cells into a previously irradiated site in animal resulted in a slower 

growth of the subsequent tumor had led to the concept of “tumor bed effect”,47 especially following large dose of 

radiation (10 to 20 Gy and more). Suggestions were made that vascular damage could impact the ability to regrow 

after irradiation. More recently, it was demonstrated that microvascular damage, i.e. endothelial cell apoptosis, 

regulates the response of tumor cells to radiation at the clinically relevant dose range.48,49 However, the 

involvement of endothelial cells to tumor response remains controversial.50 In SCID mice, in which scid mutation 

radiosensitized endothelial cells, the tumor growth was not affected by radiation compared with wild type mice, 

suggesting that vasculature did not play a significant role in tumor response to radiation in this model.51 Also, a 

specific deletion of atm in endothelial cells made them more sensitive to ionizing radiation in sarcomas52 but failed 

to enhance sarcoma eradication, unlike specific deletion of atm in tumor cells that increased sarcoma eradication.53 
These studies have strongly suggested that tumor cells, rather than endothelial cells, are critical targets for sarcoma 

eradication by RT delivered in high single dose, similarly to doses delivered in stereotactic body radiation therapy 

(SBRT), although an enhanced growth delay was observed in the tumors with the more sensitive endothelial cells. 

As a consequence of endothelial sensitivity to radiation, the irradiated tumor microenvironment (TME) 
undergoes changes in vasculature and oxygenation rates. For large single doses over 10 Gy, microvascular density 

is impaired at least in a transitory manner. The decrease in vessel density corresponds to an alteration of the blood 

perfusion and to an increase in hypoxic zones as shown in different tumor models.54-57 Nevertheless, for repeated 

doses, the radiation schedule seems to matter in a more important way. A vascular density reduction is also 

observed but is not systematically followed by an increase in tumor hypoxia. In a clinical-relevant pattern of 

repeated doses from 2 to 15 Gy per fraction, the microvascular density reduction resembles vascular normalization 

rather than destruction. Unlike using large single doses, repeated RT leads to transitory or durable hypoxia 

reduction in pulmonary, prostate or head and neck cancer models.54,56,58 

On the other hand, fractionated RT impacts pericyte coverage of blood vessels and blood vessel functionality 

in the TME. Pericytes are helpful to stabilize microvessels and regulate their permeability in healthy tissues.59 

They are less frequent and more loosely associated with endothelial cells in tumors. Also, pericytes are involved 

in tumor hypoxia reduction60 and cancer metastatic diffusion.61 Interestingly, pericytes are also involved in 

transmigration and trafficking of immune cells into tumors.62 Several studies show that after repeated doses from 
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2 to 12 Gy, pericyte coverage and blood perfusion are improved despite microvascular density reduction.54,56,63,64 

As a consequence, immune infiltrate and immunotherapy efficacy should be 

enhanced(44)(44)(44)(44)(44)(44)(44)(44)(44)(44)(44)(43)65 Tumor blood perfusion is likely multifactorial and 

dependent on the quality of blood supply as well as cell density and metabolism.66 The consequences of single 

dose RT on pericyte coverage remain unclear and deserve to be better known. After 12 Gy, pericyte coverage and 

perfusion decreases in a neuroblastoma model55 and after 20 Gy in a fibrosarcoma model,57 whereas it increases 

after 12 or 14 Gy in pulmonary tumor models. 56,67 

Radiation-induced vascular changes in normal tissues 

Endothelial apoptosis, increased vascular permeability, cell activation and recruitment of inflammatory cells 

as well as activation of the coagulation system68 are all early phenomena contributing to the induction and 

progression of radiation-induced tissue damages. Late vascular lesions, such as fibrosis and luminal reduction, 

also generate areas of tissue hypoxia that contribute to and amplify radiation-induced pathologic healing.68 On the 

morphological level, the vascular lesions are different depending on the size of the vessels. Microvasculature is 

considered to be the most radiosensitive part of the vasculature. Capillary ruptures and dilatations, hypertrophy 

and detachment of endothelial cells from the basal lamina as well as thrombosis are observed.68 In the case of large 

vessels, it is very difficult to distinguish, at the morphological level, the vascular lesions of conventional 

atherosclerosis from radiation-induced vascular lesions. The latter are characterized by vascular fibrosis with 

luminal reductions, excessive extracellular matrix deposition in the media and adventitia, neointimal hyperplasia 

and thrombus formations.69 The histological similarities between radiation-induced vascular lesions and 

atherosclerotic lesions suggest that similar initiation and progression mechanisms could be involved.70 At the 

endothelial cell surface, a thrombomodulin downregulation, observed very early after irradiation, persists 

chronically in both rats and humans.71-73 The endothelium is in a chronic procoagulant state which may contribute 

to the long-term persistence of deleterious effects of irradiation. The induction of ICAM-1 expression in irradiated 

endothelial cells and an increase in neutrophil adhesion are maintained more than ten days after irradiation, 

suggesting a pro-inflammatory endothelial cell phenotype that persists over time.74 In vivo studies also suggest 

that vascular damage contributes to radiation-induced fibrosis. In a pulmonary radiation-induced fibrosis model in 

rat, a significant hypoxia associated with severe fibrosis six months after irradiation could result from damage to 

endothelial cells, interstitial edema and vascular dysfunctions.75 Recently, our group has shown that endothelial 

hypoxia-inducible factor-1  deletion confers resistance to radiation-induced enteritis whereas similar deletion in 

intestinal epithelium does not, suggesting new functions of endothelial hypoxia-inducible factor-1 -signaling 

pathways as mediators of mucosal inflammatory processes.76  On the other hand, we demonstrated in vivo that the 

endothelium is directly involved in the progression of radiation-induced enteritis by using a mouse model 

harboring an endothelium-specific deletion of the serpin 1 gene that encodes the plasminogen activator inhibitor-

type 1 (PAI-1).77  

 

 

IMMUNOLOGICAL CONSEQUENCES OF RADIOTHERAPY 

RT has immune-inflammatory consequences on both tumors and healthy tissues. The Figure 3 summarizes 

these consequences, which are discussed below. 

Radiation induces changes to the tumor cell immunophenotype and immunogenicity by damaging DNA and 

membrane, and production of cytoplasmic ROS that activate many transcription factors and signaling pathways.78 

RT promotes the presentation of tumor antigens by tumor cells by increasing the cell pool of specific antigens and 

by stimulating the expression of the major type 1 histocompatibility complex (MHC class 1).79 It also generates 

an immunogenic cell death via the release of damage-associated molecular patterns (DAMPs).80,81 The activated 

dendritic cells then present the tumor antigens to the naive T lymphocytes in the lymph nodes allowing the 

formation of cytotoxic T lymphocytes specific for the tumor antigen.82 RT facilitates the recruitment of these 

effector T lymphocytes by generating the secretion of the chemokine CXCL16 and endothelial expression of the 

cell adhesion ICAM-1, VCAM-1 and E –selectin.74,83 These processes finally trigger an immune response which 

is accompanied by a pro-inflammatory reaction, with release of IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, interferon (INF)-  and 

IFN- , and TNF- , involved in the amplification of the anti-tumor immune response.81  

In normal tissues injured by radiation, release of DAMPs and secretion of cytokines and chemokines also 

activate the immune system. This phase moves to an acute inflammatory phase characterized by an activated pro-

inflammatory response and vascular leakage. In this phase, the recruitment of diverse immune cells of myeloid 
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and lymphoid origin, which is associated to a perpetual cytokines/chemokines cascade,84,85 leads to various degrees 

of inflammation and symptoms. Lymphocyte subpopulations such as TH1, TH17, and possibly innate lymphoid 

cells (ILC) can contribute to inflammation while Treg could be needed to control damaging and excessive pro-

inflammatory responses. A too excessive response, sustained by activation, proliferation of these cells and cytokine 

secretion, can then shape the microenvironment of normal tissues towards the development of severe inflammation 

such as, for example, severe pneumonitis in the case of irradiation of the lung.86 Mitotic cell death occurs later and 

can subsequently trigger tissue hypoxia leading to the release of DAMPs and cytokines/chemokines from resident 

cells thereby modifying the microenvironment in the tissue. These changes impact the tissue-resident immune cells 

that then release cytokines. Finally, epithelial-to-mesenchymal and endothelial-to-mesenchymal transitions, which 

we have recently found to be induced by irradiation,87,88 mesenchymal stem cell differentiation, and the altered 

microenvironment contribute to myofibroblast activation and collagen deposition, which ultimately leads to 

fibrosis. 

The recruitment of immune cells in irradiated normal tissues has a dual effect. Resolution of inflammation 

and repair progression is concomitant to late mitotic cell death which results from the initial damage, hypoxia and 

release of DAMPs, cytokines and growth factors, representing the chronic phase of radiation-induced injury of 

many normal tissues. These environmental changes may contribute to immunomodulation. For example, different 

populations of lymphocytes such as TH2, TH9, Treg and possibly ILC display both anti-inflammatory and pro-

fibrotic effects, thereby potentially promoting the induction of pathologic myofibroblasts and fibrosis.86 It is 

believed that lymphocytes play a complex role in radiation diseases in which, depending on the disease stage and 

the environmental conditions, specific subpopulation of lymphocytes could exert beneficial or adverse effects.86 

For instance, in the case of radiation-induced pulmonary fibrosis, a disturbed balance between tissue inflammation 

and repair processes, with an involvement of lymphocytes, may participate in the development of the syndrome as 

described for other fibrotic diseases.89 A question is whether immune cells directly contribute to radiation diseases 

or only modulate disease progression. In addition, it is not yet established if ILC also contribute to radiation-

induced late injuries. These questions have been nicely explored in several reviews we recommend further reading 

in the context of radiation-induced pulmonary acute and late effects.86,89,90 

 

Figure 3. Immune-inflammatory effects of radiation exposure on normal tissues, tumours and tumour 

microenvironment. Ionising radiation causes tumour and normal cell damage, cell death and release of DAMPS, 

which act as pro-inflammatory signals. Radiation activates cells that then release cytokines/chemokines. Activated 

endothelial cells acquire a pro-inflammatory phenotype which promotes the leukocyte adhesion cascade. These 

initial responses finally lead to the recruitment and activation of diverse immune cells, which can then also 

participate in the abscopal effect of radiotherapy. Delayed mitotic death and proliferation of immune cells in the 

tissue then cause environmental changes that ultimately contribute to necrosis or fibrosis. Irradiation of the 

microbiota of the intestinal tract can also influence the responses of normal tissues and tumours through immune-

vascular crosstalk. DAMPS, damage-associated molecular patterns; ROS, reactive oxygen species. 
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ENDOTHELIAL-ORIENTED STRATEGIES FOR 

THERAPEUTIC GAIN IN RADIATION ONCOLOGY 

Endothelium-based strategies for therapeutic gain in radiation oncology attempt either to increase injuries in 

the tumor vascular system or to protect vasculature of normal tissue from radiation injuries, or ideally both. Many 

works have attempted to preserve the endothelial barrier of normal tissues by protecting endothelial cells from 

death, or by inhibiting vascular inflammation and endothelial cell activation. Apart from approaches that aim at 

radiosensitize tumors by directly targeting cancer cells, the manipulation of the TME based on the tumor 

vasculature and on the immune system has aroused great interest. The different endothelial-oriented strategies to 

improve radiotherapy are detailed below and illustrated in the Figure 4 for normal tissues and in the Figure 5 for 

tumors. 

Endothelial-oriented strategies to spare normal tissue 

Preventing endothelial cytoxicity 

Among effective modifiers of radiation-induced endothelial cytotoxicity in vivo and in vitro, the basic 

fibroblast growth factor (bFGF) has generated great interest to protect endothelial cells from apoptosis.26,91,92 

Administration of bFGF increases the endothelial expression of thrombomodulin and is effective in reducing 

fibrosis, for instance within the urinary bladder.93 Without going through the bFGF, a direct activation of the 

thrombomodulin-activated protein C (TM-APC) pathway has beneficial biological effects on the vasculature 

because of its anti-inflammatory, cytoprotective, antifibrinolytic, antioxidant and anticoagulant properties.94 By 

using a pharmacological strategy to activate this pathway, mitigation of radiation toxicity was achieved in a 

relevant model of RT in which a loop of rat small bowel was exposed to nine daily doses of 5 Gy.95 On the other 

hand, the targeting of CD47, a thrombospondin-1 receptor, has demonstrated that inhibiting CD47 signaling 

maintains the viability of normal tissues following irradiation, likely through radioprotection of endothelial cells, 

while increasing the radiosensitivity of tumors.96 Also, an angiopoietin-1 mimic significantly reduces skin 
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radiation toxicity, potentially by increasing survival and function of irradiated endothelial cells through Tie2 

receptor activation.97 In addition, the use of a ceramide-targeting antibody to prevent ceramide platform formation 

in endothelial cells protects against gastrointestinal syndrome.98 At last, a strategy that targets PAI-1 to prevent 

endothelial cell death has been proposed to mitigate the severity of intestinal radiation injury.99  

Decreasing coagulopathy 

A radiation-induced decrease in endothelial thrombomodulin-1 leads to an increase in thrombin which results 

in activating blood clotting. In liver, lung and heart, the lumen of central veins becomes blocked by fibrillar 

material resulting in obstruction of irradiated vessels with platelet aggregates.100 Therefore, there has been great 

interest in modulating blood coagulation as a strategy to improve normal tissue radiation toxicity. Increased platelet 

adherence to irradiated endothelial monolayers can be blocked by antibodies anti-von Willebrand factor.101 The 

use of anticoagulants such as heparin has been investigated but the results to date have been mostly insignificant 

and generally inconsistent.102 In contrast, the TM–APC pathway is a hopeful target for preventing or treating 

radiation toxicity in normal tissues using strategies aimed at restoring or preserving endothelial TM or replacing 

PC.95,103,104 Also, thrombin inhibition has been investigated as strategy to minimize side-effects of RT. The 

recombinant thrombin inhibitor hirudin has shown a protective effect against small bowel radiation toxicity in a 

model of localized small bowel radiation in rat.105 However, the authors felt that targeting specific thrombin 

functions may be superior to global thrombin inhibition. On the other hand, the administration of the thrombin 

peptide TP508 has been shown to activate endothelial cells and stem cells to revascularize and regenerate tissues 

in a whole body irradiation model,106,107 suggesting a possible use to limit RT side effects.  

Targeting premature endothelial senescence 

Approaches for targeting endothelial cell senescence to prevent, mitigate and treat radiation-induced 

cardiovascular diseases are under investigation.29 The different approaches rely on three main strategies: (i) 

preventing endothelial cells to become senescent using antioxidants to scavenge ROS108 or inhibitors of the IGF1-

PI3K-Akt/mTOR pathway that activate the radiation-induced endothelial senescence;109  (ii) suppression of SASP 

to prevent most of the deleterious effects of senescent cells,110 for instance by using RNAi or JAK inhibitors to 

target the JAK pathway,111 an upstream regulatory pathway of SASP; and (iii) clearing senescent endothelial cells 

with senolytic drugs to selectively kill senescent cells.112 Clearance of senescent cells in mice by ABT263, a Bcl-

2/xL-specific inhibitor, effectively cleared senescent cells in several tissues, including senescent bone marrow 

hematopoietic stem cells and muscle stem cells, and suppressed SASP in the lungs.113  Nevertheless, inhibiting the 

induction of senescence could be detrimental by increasing tumorigenesis and decreasing tumor response to RT. 

Moreover, since senescent cells persist in vivo, their elimination or death may ultimately be worse with deleterious 

consequences on the irradiated organ, despite their dysfunction and their key role in radiation-induced diseases, as 

discussed previously.114  

Modulation of the immune-inflammatory response 

A number of studies suggest that the recruitment of immune cells may become detrimental to healthy tissues 

when chronic and unresolved,22 and possibly participates in the initiation and/or the development of acute and late 

adverse tissue effects in the course of RT. Thus, strategies that target the normal tissue-associated endothelial cells 

would be of interest to impair their ability to recruit immune cells. In such strategy, the question of the timing of 

the modulation is to be explored in depth. Many studies have aimed to identify strategies to antagonize adhesion 

molecule function, by either preventing interactions with receptors or inhibiting NF- B signaling, to limit the 

inflammatory response. Up to now, no clinical strategy has yet emerged to control inflammation by targeting the 

NF- B-dependent endothelial adhesion molecule expression. However, mechanisms independent of the NF- B 

pathway may also regulate adhesion molecule function, including post-transcriptional regulation by IL-19115 and 

post-translational modification by N-linked sugars.37 Since leukocyte trafficking in inflammation is actually 

governed by protein-glycans interaction,19 the understanding of these complex interactions open great hopes for 

the emergence of new therapeutic target to treat inflammatory diseases such as atherosclerosis, intestinal bowel 

diseases and thus also for radiation diseases.38  
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Figure 4. Potential endothelial-oriented strategies to spare normal tissue by targeting cytotoxicity, 

coagulation, activation of the immune-inflammatory response and senescence. PAI-1, plasminogen activator 

inhibitor-type 1; ROS, reactive oxygen species; SASP, senescence-associated secretory phenotype; vWF, von 

Willebrand factor 

 

Endothelial-oriented strategies to target tumors 

Increasing injury to tumor vasculature 

The strategy to destroy the tumor vasculature has long been considered of interest to enhance the potential of 

RT, although a poorly vascularized tumor may then prove to be more resistant to ionizing radiation due to lower 

oxygen content. Using anti-VEGF antibodies (bevacizumab), anti-angiogenic therapies have shown antivascular 

effect in human tumors but still far from being effective in monotherapy.116 On the other hand, the benefit of the 

combination of anti-angiogenic therapy with other conventional treatments such as RT or chemo-RT has been 

reported in numerous studies.116,117 However, combined therapy was found to be associated with increased severe 

toxicity indicating the need to improve timing and dose delivery in the future.117,118 Radiation-induced damage to 

endothelial cells has been proposed to explain the therapeutic advantage of SBRT, but the targets that allow this 

enhanced therapeutic response are still the subject of debate.27 In particular, the aforementioned study of Moding 

et al. reported cancer cells as primary targets of SBRT rather than endothelial cells.53 In the same way, differences 

in the radiosentivity of endothelial cells in the tumor and the normal tissues could explain the differential effect of 

flash-irradiation with dose rate above 100 Gy/s.119,120 

Cancer immunotherapy 

The tumor immune response largely involves the vascular system that allows the transport of immune cells to 

the tumor. Radiation facilitates the trafficking, homing and extravasation of effector cytotoxic CD8+ T cells into 

the tumor, resulting in a radiation-induced immunogenic cell death.121 The complex reactions of the immune 

system in an irradiated TME are both immunostimulatory and immunosuppressive.80 Immunostimulatory effects 

come from the recruitment of circulating immune cells due to the production of cytokines and other 

proinflammatory factors by the tumor and its microenvironment, antigen exposure and dentritic cell priming as 

well as activation of the endothelial cells present in the tumor. In contrast, tumors and their microenvironment 

contains rather immunosupressive immune cells like tumor associated macrophages (TAMs) which resemble the 

alternatively activated M2 macrophage, and TReg cells that exerts immunosuppressive and tolerizing effects. If 

radiation-induced immunosuppressive effects could be overcome, and/or immunostimulatory effects enhanced, 
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RT would promote strong responses against tumor cells. A strategy to improve the recruitment of immune cells in 

tumors to enhance tumor cell death would be to manipulate the tumor-associated endothelial cells. In this way, 

Wilson et al. have shown that the delivery of miR-103 in tumor-bearing mice leads to decreased angiogenesis and 

tumor growth by radiosensitization of tumor cells.122 Also, a strategy that consists in increasing the ability of 

endothelial cells to adhere to circulating cells would also allow immune infiltration of the tumors to promote tumor 

cell death. However, to date, the molecular targets and the molecules to test have still to be discovered.  

Opening the endothelium for drug delivery 

Local tumor irradiation (≥ 15 Gy) has recently been shown to substantially improve the delivery of therapeutic 

nanoparticles in a preclinical study with a benefit on tumor control.123 Interestingly, TAM, which can serve as 

nanoparticle drug depot,124 increased in the vicinity of the microvasculature after a therapeutic priming of the TME 

by irradiation, which finally increased therapeutic nanoparticles delivery. In this model, radiation initiated a 

vascular burst of TAM extravasation through a cascade of changes to the tumor vasculature and microenvironment, 

leading to an increase uptake of the drug in neighboring tumor cells. Vessel thickening, tortuous vascular branching 

and perivascular TAM localization were induced by radiation, all contributing to enhance vessel permeability, 

allowing selective therapeutic nanoparticles delivery through TAM and improving tumor killing. These findings 

show that TAM were beneficial for drug delivery and, since RT stimulates an increase in TAM relative to the 

tumor,123,125,126 open new interesting perspectives for combined RT and therapeutic nanoparticles treatment with 

broad applicability. 

 

 

 

Figure 5. Endothelial-oriented strategies to enhance tumour control by targeting the immunostimulatory and 

immunosuppressive reactions, inducing cell death and increasing vascular permeability to allow immune cell 

infiltration. SBRT, stereotactic body radiation therapy, TAM, tumour-associated macrophage. 
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CONCLUSIONS 

In light of the current knowledge, the vascular endothelium can be considered as a principal checkpoint for 

radiation-induced inflammatory and immunity processes following radiation exposure in both normal tissues and 

tumors. The endothelium could therefore be an ideal target compartment for improving the therapeutic index of 

RT. Future studies should focus on endothelial molecular targets of both normal tissues and tumors, but with 

opposite objectives. In normal tissues, therapeutic strategies will aim at modulate immune-inflammatory cell entry, 

at periods of time which will have to be precisely determined for each treatment. In the tumors, treatments 

associated with radiotherapy and other treatments will aim at opening the endothelium barrier to enhance the 

immune response. 
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4. MODULATION DE L’HYPOXIE PAR L’IRRADIATION : COMPOSANTES 

EXTRAVASCULAIRES 

4.1. LEVEE DU STRESS PHYSIQUE 

Les zones tumorales soumises à un stress solide intense favorisent l’arrêt du cycle 

cellulaire au profit d’une résistance à l’apoptose majorée. Les signaux de stress induits par la 

compression, déplacés par le gradient de pression interstitielle, vont propager une ambiance 

inflammatoire au sein des zones plus lâches, ce qui soutient la prolifération des cellules plus 

« libres » de se diviser (21). La radiothérapie, plus efficace sur les cellules en cycle, induit une 

décompression progressive des zones de tension et relance la croissance cellulaire. Cet effet 

de décompression est ambivalent : la vague de mort cellulaire radio-induite permet une levée 

d’hypoxie (105), et une relance du cycle cellulaire qui permettent d’augmenter la 

radiosensibilité tumorale.  Mais la décompression en elle-même accélère la reprise de 

croissance par simple effet de levée d’inhibition de contact. La prolifération soutenue, en plus 

de contribuer à la recroissance de la tumeur, favorise le développement de nouvelles zones 

d’hypoxie (106).  

L’impact de la mort radio-induite des cellules tumorales sur la levée de stress physique et 

la consommation d’oxygène doit toutefois être nuancé. Dans les tumeurs solides, le mode 

préférentiel de mort cellulaire induite par l’irradiation n’est pas l’apoptose. Dans les lignées de 

cancer de prostate PC3 et DU145, le taux maximal d’apoptose ayant été détecté après une 

monodose de 10 Gy est de 3%, bien en dessous de la baisse de la survie clonogénique 

observée à cette dose. Dans ces lignées, l’altération ou le rétablissement de p53 n’avait 

d’impact ni sur la survie clonogénique, ni sur le taux d’apoptose observé dans les heures et 

jours suivant l’irradiation (107). La réduction du volume tumoral, retardée par rapport à 

l’initiation de l’irradiation, est cohérente avec l’idée d’une mort cellulaire retardée de type mort 

mitotique ou nécrose, liée à un blocage du cycle du fait d’une réparation des lésions impossible 

ou déficiente.  

4.2. MODIFICATION DU METABOLISME CELLULAIRE 

Cellules tumorales 

Outre leur prolifération soutenue, les cellules tumorales au métabolisme altéré ont une 

consommation excessive de l’oxygène à disposition, aggravant l’hypoxie liée aux altérations 

vasculaires. L’impact de la radiothérapie, et a fortiori de la radiothérapie fractionnée, sur le 

métabolisme des cellules tumorales, a été peu décrit. Martinez-Outschoorn et al. ont montré 

que les cellules tumorales pouvaient « profiter » du stress oxydatif radio-induit dans les 

cellules saines du stroma tumoral. En effet, un stress oxydant excessif peut induire au sein 

des fibroblastes associés au cancer une autophagie mitochondriale ou mitophagie, 

aboutissant à la production nutriments riches en énergie telles que les lactates ou les cétones. 

L’exploitation de ces ressources favorise la restauration de la phosphorylation oxydative dans 

les cellules tumorales, normalisant leur métabolisme en faveur d’un processus plus efficace et 

moins consommateur d’oxygène (108). De surcroit, l’administration d’un anti-inflammatoire 

non stéroïdien peut réduire le relargage de cytokines inflammatoires, ce qui peut orienter un 

changement de métabolisme en faveur de la phosphorylation oxydative (64). Cet effet n’a pas 
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été montré dans un contexte de réduction radio-induite de l’inflammation tumorale, mais l’idée 

d’un tel phénomène au cours d’une radiothérapie multifractionnée, est concevable. 

Cellules endothéliales 

Le métabolisme des cellules endothéliales tumorales est altéré, principalement par 

l’hypoxie. L’expression élevée de HIF1α en condition hypoxique active également la glycolyse 

aérobie dans les cellules endothéliales (109). L’excès de glycolyse est associé à une altération 

des jonctions inter endothéliales et à un détachement des péricytes par baisse de l’expression 

de VE-Cadhérine. La suractivation de la voie NFκB via HIF1α augmente l’adhésion des 

cellules tumorales à l’endothélium et la diffusion métastatique. La réoxygénation des 

vaisseaux eux-mêmes induite par la radiothérapie et la réduction du stress solide permet de 

réduire le niveau d’expression de HIF1α dans les cellules endothéliales et de réguler leur 

métabolisme en limitant les conséquences sur les jonctions inter endothéliales, l’activation 

péricytaire et les voies de migration, restaurant la stabilité vasculaire et la perfusion (36). 
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OBJECTIFS 
 

Nous avons décrit en quoi le microenvironnement vasculaire tumoral conditionnait la 

réponse aux traitements antitumoraux par l’intermédiaire de la qualité du réseau vasculaire et 

de l’hypoxie. Réciproquement, la radiothérapie influence le microenvironnement vasculaire 

tumoral, par des effets pouvant aller de la normalisation des vaisseaux avec réduction de 

l’hypoxie à une destruction de l’endothélium avec aggravation de l’hypoxie, sans que l’on 

puisse les prédire avec certitude. La littérature montre que la dose administrée, le 

fractionnement et le type tumoral influencent les modifications vasculaires induites par 

l’irradiation. 

S’il est quasi unanimement décrit que la radiothérapie normofractionnée permet une 

augmentation de la couverture péricytaire (80,81) et une réduction de l’hypoxie tumorale 

(64,80,82,83), l’impact des schémas hypofractionnés sur le microenvironnement vasculaire 

est peu décrit. Deux études utilisant des fractions de 4 et 12 Gy relatent une augmentation de 

la couverture péricytaire (71,84) et une réduction de l’hypoxie, mais a contrario 4 études 

relatent plutôt une augmentation de l’hypoxie avec des fractions de 6 à 9,5 Gy sur des modèles 

variables (81,82,85,88). 

La connaissance de l’impact du schéma de fractionnement sur le microenvironnement 

vasculaire permettrait de mieux comprendre et d’anticiper l’efficacité de la radiothérapie et 

d’optimiser la distribution de traitements anticancéreux. 

L’objectif principal de ce travail de thèse a été tout d’abord d’observer et décrire l’impact 

de différents schémas progressifs de fractionnement sur la couverture péricytaire, l’hypoxie et 

la perfusion, pour proposer éventuellement une échelle « dose-réponse » ou un seuil de dose 

permettant de modéliser les modifications vasculaires 

Dans un second temps, l’impact du remodelage vasculaire radio-induit sur la distribution 

et l’efficacité d’une chimiothérapie (la doxorubicine) a été étudié. 

Enfin, les différentes questions inhérentes aux résultats obtenus concernant les 

mécanismes du remodelage microenvironnemental, l’infiltrat immunitaire, et l’imagerie non 

invasive du remodelage vasculaire, et faisant l’objet de travaux en cours seront présentés. 
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MATERIEL ET METHODES 

1. INFLUENCE DU SCHEMA DE FRACTIONNEMENT SUR LE MICROENVIRONNEMENT 

VASCULAIRE TUMORAL 

1.1. MODELES TUMORAUX 

1.1.1. Choix des modèles 

Afin d’éviter les biais liés à l’utilisation d’un modèle unique, deux modèles tumoraux ont été 

utilisés. L’induction in vivo de tumeurs sous-cutanées par greffe de cellules tumorales permet 

de reproduire un microenvironnement vasculaire représentatif des tumeurs spontanées. Parmi 

les différents modèles disponibles, notre choix s’est porté sur le modèle de cancer de prostate 

humain PC3 et le modèle de cancer murin LLC. La problématique principale était de reproduire 

des conditions les plus proches des cancers solides humains tant sur le plan tumoral 

(hétérogénéité clonale et de vitesse de croissance, dépendance aux facteurs de croissance, 

mutations p53) que microenvironnemental. La greffe de cellules cancéreuses humaines 

n’étant possible que sur des animaux immunodéprimés, mais le microenvironnement 

immunitaire pouvant influencer la vascularisation tumorale et la réponse thérapeutique, le 

choix d’utiliser un modèle humain et un modèle syngénique immunologiquement complet, s’est 

imposé. En sus du modèle PC3, déjà couramment utilisé dans l’équipe et à partir duquel a été 

démontré le remodelage vasculaire radio-induit pour un schéma normofractionné, le modèle 

LLC a paru un être candidat particulièrement intéressant car à l’instar du cancer de prostate, 

le cancer du poumon est couramment traité par radiothérapie normo et hypofractionnée et 

l’hypoxie tumorale y est reconnue comme un facteur pronostic (110–112). La vitesse de 

croissance et la radiosensibilité nettement différentes des modèles LLC et PC3 ont été mises 

à profit pour éprouver la robustesse des résultats et évaluer l’influence de ces 2 paramètres. 

1.1.2. Lignées cellulaires et induction tumorale 

Les cellules PC3-Luc (Caliper Life Sciences, Villepinte, France) étaient cultivées en milieu 

RPMI, en conditions standard. Les tumeurs allogéniques ont été induites 21 jours avant 

l’irradiation, à des souris NMRI nude mâles âgées de 6 à 8 semaines (Janvier, Saint Berthevin, 

France) par injection sous-cutanée de 2 millions de cellules diluées dans 50 microlitres de 

milieu de culture (sans addition de sérum de veau fœtal). 

Les cellules LLC étaient cultivées en milieu DMEM, en conditions standard. Les tumeurs 

syngéniques ont été induites 10 jours avant le début de l’irradiation, dans des souris C57bl/6 

femelles âgées de 6 à 8 semaines, par injection sous-cutanée d’un million de cellules diluées 

dans 50 microlitres de milieu de culture sans additif. 

1.2. CONSTRUCTION DU PLAN EXPERIMENTAL 

Trois types d’expériences ont été réalisés : une expérience dite de 

« microenvironnement » où l’ensemble des souris était sacrifiées 14 jours après le début de 

l’irradiation pour étude histologique de la tumeur, une expérience dite de « survie » où chaque 
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souris était sacrifiée lorsque la tumeur atteignait un volume seuil, dans le but d’évaluer l’impact 

de l’irradiation sur le temps de pousse tumoral et enfin, une expérience dite « cinétique », où 

les souris étaient sacrifiées de façon répartie dans le temps après radiothérapie 

hypofractionnée. 

Les expériences de « microenvironnement » et de « survie » ont été réalisées 

indépendamment deux fois pour assurer la reproductibilité des résultats. Pour chaque 

expérience et chaque lignée, 50 souris ont été réparties en 5 groupes de 10, quatre groupes 

recevant chacun un schéma de fractionnement défini et le cinquième restant non irradié 

(groupe contrôle). Dès l’apparition de tumeurs palpables, celles-ci étaient mesurées à l’aide 

d’un pied à coulisse.  Le volume tumoral était ensuite extrapolé à l’aide de la formule de 

Tomayko (113) 0.5xaxb2, où a est la plus grande dimension et b sa perpendiculaire. Pour 

l’expérience dite de « survie », le volume seuil conduisant au sacrifice de la souris était de 

2000 mm3.  

Pour l’expérience dite « de cinétique », les souris étaient réparties en un groupe contrôle 

de 9 souris et trois groupes de 7 souris, sacrifiés séquentiellement 1, 3 et 7 jours après 

radiothérapie hypofractionnée. 

Pour les injections intraveineuses, les animaux bénéficiaient d’une anesthésie gazeuse à 

l’aide d’isoflurane à 4% de concentration. Les sacrifices étaient réalisés par dislocation 

cervicale et les tumeurs prélevées immédiatement. En cas de signe de souffrance ou d’atteinte 

du volume seuil avant la fin de l’expérience, les souris étaient systématiquement euthanasiées. 

L’expérimentation animale a été réalisée en accord avec la directive européenne 2010/63/UE 

et approuvée par le Comité d’Ethique en expérimentation animale des Pays-de Loire, C2EA-

06, et enregistrée sous les protocoles APAFIS 529 et 236. 

1.3. TESTS DE SURVIE CLONOGENIQUE 

Le taux clonogénique de base des cellules PC3 et LLC était de 50 à 60 %. Les cellules ont 

été ensemencées 12 heures avant l’irradiation, à 10 % de confluence. Après 2 semaines, les 

cellules ont été marquées avec du Crystal violet dilué à 0.5% et les colonies ont été comptées 

à l’aide d’ImageJ (NIH). 

1.4. RADIOTHERAPIE 

Modalités d’irradiation 

L’irradiation des souris a été réalisée à l’aide d’un irradiateur à rayons X CP-160 (Faxitron, 

Lincolnshire, USA) dont la tension accélératrice était de 160 kV et le débit de dose de 1.3 Gy 

par minute. Pendant l’irradiation, les souris étaient immobilisées à l’aide de tubes de contention 

adaptés manuellement, dans lesquelles une ouverture spéciale pour la patte arrière gauche 

avait été réalisée. La radiothérapie était centrée sur la patte arrière gauche. La tête et le corps 

de la souris étaient protégés par des caches en plombs adaptés.  

Pour les tests de survie clonogénique, les cellules ont été irradiées à l’aide d’un irradiateur 

Xrad-IR-225 (Précision X-ray, North Branford, USA), dont la tension accélératrice était de 225 

kV et le débit de dose de 1.78 Gy par minute. 
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Schémas de fractionnement /étalement 

4 schémas de radiothérapie ont été choisis selon le calendrier suivant :  

Figure 13 : Schémas de fractionnement utilisés 

 

Tous les schémas ont été répartis sur 2 semaines, du lundi au vendredi (pas d’irradiation le week-
end afin de reproduire les conditions cliniques). 

Rouge : schéma normofractionné, 10 séances de 2 Gy 
Jaune : schéma faiblement hypofractionné, 6 séances de 4 Gy, 3 séances par semaine 
Bleu : schéma fortement hypofractionné, 3 séances de 8 Gy, 2 séances par semaine 
Vert : schéma fortement hypofractionnée, 2 séances de 12 Gy, 1 séance par semaine 
Noir : sacrifices intermédiaires pour l’étude dite « cinétique », schéma 2 x12 Gy 
 

La contrainte majeure était d’obtenir en fin d’expérience des tumeurs sous-cutanées 

suffisamment volumineuses pour être collectées, sans qu’elles dépassent un volume critique 

pour l’animal (choisi à 2000 mm3), pour les groupes contrôle comme pour les groupes irradiés. 

Dans cette optique, l’étalement de l’irradiation a été fixé à 2 semaines, au bout desquelles les 

tumeurs ont été prélevées simultanément, au moment théorique de la séance suivante. Les 

doses et rythme des séances ont été inspirés de schémas cliniques utilisés dans les cancers 

de prostate et du poumon (114,115), de façon à ce que la dose physique totale soit similaire 

ou proche pour chaque schéma. Le choix de la dose physique et non de la BED calculée s’est 

imposé car l’utilisation de schémas à BED équivalente aurait fortement limité la gamme de 

doses possible. A titre d’exemple, pour le schéma PC3, la BED du schéma normofractionné 

sur 2 semaines est de 33.2 Gy, correspondant à une séance unique de 7 Gy ou à 4 séances 

de 4 Gy. Cela aurait nécessité d’exclure les doses seuil de l’apoptose endothéliale (entre 7 et 

10Gy) au-delà desquelles des modifications vasculaires différentes auraient pu être 

observées. 

1.5. HYPOXIE ET PERFUSION TUMORALES 

L’hypoxie et la perfusion ont été déterminés à l’aide de marqueurs spécifiques administrés 

in vivo, dilués dans du sérum physiologique tiède.  

Pour l’hypoxie, le marqueur choisi était le pimonidazole (Hypoxyprobe, Burlington, USA), 

agent adduit imidazolé réagissant par génération de liaisons aux groupements thiols des 

protéines intracellulaires en condition d’hypoxie sévère (116). Une injection intrapéritonéale 

de 100 µl de pimonidazole dilué à 70 mg/ml était réalisée 90 minutes avant sacrifice. 
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Pour la perfusion, le marqueur choisi était le Hoechst 33342 (Life technologies, Saint-

Aubin, France), agent intercalant de l’ADN fluorescent, dont le très faible poids moléculaire 

permet une pénétration rapide dans le noyau cellulaire en cas d’apport sanguin suffisant. Une 

injection intraveineuse de 100 µl de Hoechst 33342 dilué à 5 mg/ml était réalisée 4 minutes 

avant sacrifice. 

1.6. IMMUNOHISTOCHIMIE 

L’information quantitative de la présence d’un ou plusieurs antigènes au sein d’un tissu 

peut être obtenue par différents moyens. Les immunomarquages multiples complexés sur 

coupe histologique, s’ils sont plus longs et laborieux à mettre au point, ont l’avantage 

supplémentaire d’apporter une information géographique. Pour la détection des péricytes, par 

exemple, la plupart des marqueurs disponibles se fixent également sur les fibres musculaires 

lisses. L’information spatiale et l’utilisation simultanée des marqueurs péricytaires et d’un 

marqueur endothélial a permis d’améliorer la spécificité de la détection des péricytes, en 

comptabilisant les cellules positives situées dans un périmètre restreint (2 µm) autour des 

vaisseaux, ce qui rend leur caractère péricytaire quasiment certain. Le marquage de l’hypoxie 

et de la perfusion, associé au marquage vasculaire, a permis de relever des informations 

supplémentaires comme la distance perfusée autour de chaque vaisseau ou la présence de 

vaisseaux non fonctionnels.  

La densité microvasculaire, la couverture péricytaire, l’hypoxie et la perfusion tumorales 

ont été évaluées par immunohistochimie. Les marquages étaient réalisés sur coupes 

congelées, en conditions standards. Les tumeurs étaient excisées immédiatement après le 

sacrifice, placées en milieu OCT, refroidies progressivement par contact indirect avec l’azote 

liquide puis conservées à -80°C. Des sections de 5 micromètres ont été réalisées et placées 

sur lame.  Les coupes étaient fixées à l’aide d’une solution de paraformaldéhyde à 4%, puis 

perméabilisées au Triton X-100 à 0.05%. Après rinçage triple en solution saline tampon (PBS), 

les anticorps primaires étaient appliqués simultanément ou séquentiellement, sur un temps de 

pose variant de 1 à 12 heures selon les comarquages et les mises au point.  Après rinçage 

triple, les anticorps secondaires fluorescents étaient appliqués au 200ème pendant 1 heure puis 

rincés. Les lames étaient montées en milieu ProlongGold (Life technologies) avec DAPI, sauf 

pour l’analyse de la perfusion par Hoechst 33342 dont le spectre d’émission est similaire.  

Les anticorps utilisés étaient les suivants :  

Anticorps primaires non couplés:  

- Rat anti-mouse CD31 (BD Biosciences) 

- Rabbit anti-mouse desmin (Zymed)  

 

Anticorps primaires couplés:  

- Cy-3-conjugated mouse anti-αSMA (Sigma) 

- FITC-conjugated anti-pimonidazole (Hypoxyprobe) 

 

Anticorps secondaires:  

- Alexa647-conjugated goat anti-rabbit (Life technologies) 

- Alexa488-conjugated goat anti-rat (Life technologies). 
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1.7. MICROSCOPIE ET ANALYSE D’IMAGE 

Les lames ont été imagées à résolution 20X pour l’analyse de l’hypoxie et de la perfusion 

et 40X pour la couverture péricytaire, à l’aide d’un scanner de lames Nanozoomer HT, dans 

des conditions de durée d’excitation et de réception adaptées à chaque signal fluorescent, 

maintenues similaires pour chaque série de marquage. Chaque image tumorale était ensuite 

enregistrée dans des conditions de contraste et de luminosité identiques sous le format TIFF. 

Les analyses morphologiques et quantitatives étaient réalisées à l’aide du logiciel Fiji (NIH, 

USA). Selon l’intensité et la qualité des marquages correspondants, les séquences et seuils 

d’analyses étaient mis au point manuellement puis semi-automatisés.  

Pour le comptage de la densité microvasculaire, le signal CD31 était seuillé puis élargi de 

1 µm. L’ensemble des points consécutifs compris dans l’aire ainsi définie était comptabilisé 

comme un microvaisseau. Pour la définition d’un index de couverture péricytaire, la surface 

de signal positif pour αSMA ou Desmin compris dans un rayon de 2 µm autour d’un signal 

CD31 était mesurée. Pour l’hypoxie et la perfusion, la surface positive pour le signal Hoechst 

33342 ou pimonidazole était mesurée. 
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Figure 14 : Image d’une coupe de tumeur PC3 (épaisseur 5 µm) en microscopie à fluorescence 

 

Marquage multiplexe des cellules endothéliales (CD31, vert), des péricytes (αSMA, rouge vif, 
desmin, rouge lointain), contre-marquage nucléaire DAPI. 

 
 

 

Figure 15 : Image d’une coupe de tumeur LLC (épaisseur 5 µm) en microscopie à fluorescence 

 

 

Marquage multiplexe des cellules endothéliales (CD31, rouge vif), de l’hypoxie sévère 
(pimonidazole, vert), des noyaux perfusés par le Hoechst 33342 (bleu). 
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Figure 16 : Méthode d’analyse d’image semi-automatisée : exemple de recueil de l’index de 

couverture péricytaire αSMA par mesure de la surface  αSMA+ périvasculaire 

 
 

1. Séparation des canaux représentant chaque longueur d’onde dans l’image 
2. Sur l’image contenant le canal CD31, établissement manuel d’un seuil d’intensité et de taille 

permettant de délimiter les vaisseaux 
3. Elargissement des contours vasculaires de 2 µm pour obtenir une sélection comprenant le vaisseau 

et l’espace périvasculaire proche 
4. Seuillage manuel de l’intensité du signal αSMA 
5. Transposition des contours vaisseaux + espace périvasculaire sur l’image contenant le canal αSMA 
6. Mesure de la surface αSMA + comprise dans l’espace périvasculaire 

CD31 
αSMA 

DAPI 

CD31 

αSMA 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6
. 



72 
 

1.8. STATISTIQUES 

Les statistiques ont été réalisées à l’aide de GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, USA). La 

méthode de Kaplan-Meier a été utilisée pour les analyses de survie. Les comparaisons 

groupées ont été réalisées à l’aide de l’analyse de variance comparée ANOVA, ou ajustées à 

l’aide de la comparaison des rangs par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis quand 

l’écart-type était significativement différent au test de Barlett. Le test de régression linéaire a 

été réalisé par la méthode des moindres carrés. Les différences étaient considérées comme 

significatives pour p ≤0.05. 

2. AUGMENTATION DE LA DISTRIBUTION ET DE L’EFFICACITE DE LA DOXORUBICINE 

PAR LE REMODELAGE VASCULAIRE RADIO-INDUIT 

Les matériels et méthodes étant pour la plupart identiques au paragraphe précédent, 

seules les dispositions particulières sont présentées dans cette partie. 

2.1. MODELE LNCAP 

En plus des 2 modèles PC3 et LLC décrits précédemment, un troisième modèle tumoral, 

induit de façon orthotopique, a été étudié. Les cellules LNCaP-luc (Caliper Life Sciences) 

étaient cultivées en milieu RPMI selon les conditions standard. Les tumeurs orthotopiques ont 

été induites dans des souris NMRI nude males de 6 à 8 semaines par injection de 5 millions 

de cellules dans 50 µl de milieu sans sérum dans le lobe dorsolatéral de la prostate, par 

laparotomie. Les souris étaient anesthésiées par injection intrapéritonéale de 

kétamine/xylazine (50/15 mg/kg). La prise de greffe et la croissance tumorale étaient suivies 

par bioluminescence à l’aide d’un PhotonImager (BiospaceLab, Paris). L’irradiation a débuté 

6 semaines après l’injection, lorsque le signal bioluminescent atteignait une phase de 

croissance exponentielle. Les protocoles correspondants, validés par le Comité d’Ethique en 

expérimentation animale des Pays de Loire, étaient les suivants : 01262.01, APAFIS 529, 

APAFIS 2336. 

2.2. RADIOTHERAPIE 

Tout comme les tumeurs PC3 et LLC, les tumeurs LNCaP étaient irradiées à l’aide de 

l’irradiateur Faxitron CP-160-X-ray, à la différence que les caches plombés étaient disposés 

de façon à n’exposer que l’abdomen de l’animal au faisceau. Les schémas d’irradiation étaient 

étalés sur 2 semaines, le sacrifice étant réalisé le lundi suivant. Pour les modèles LNCaP et 

PC3, 10 séances de 2 Gy ont été réalisées du lundi au vendredi. Pour le modèle LLC, 2 

séances hebdomadaires de 12 Gy ont été réalisées. 

2.3. TRAITEMENTS 

La doxorubicine est un agent intercalant de l’ADN, utilisé en routine clinique comme 

chimiothérapie anticancéreuse.  Cette molécule a l’avantage d’émettre une fluorescence de 

longueur d’onde compatible avec la microscopie scientifique de routine. L’injection 

intraveineuse de 100 µl d’hydrochloride de doxorubicine (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, 
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France) concentré à 18 mg/ml était réalisée 5 minutes avant le sacrifice, sur souris 

anesthésiée. Après la préparation immunohistochimique, la détection par le scanner de lame 

était programmée à une longueur d’onde de 594 nm. Pour l’expérience de survie, la 

doxorubicine était administrée en intrapéritonéal à la dose de 8mg/kg. 

Le sunitinib est un agent anti-tyrosine kinases inhibiteur de VEGFR et PDGFR utilisé en 

association dans le traitement de certains adénocarcinomes métastatiques. Dans l’expérience 

indiquée, il était administré per os par gavage quotidien, dilué à 40 mg/kg dans une solution 

saline de pH 3.5 à laquelle 10 % de PEG 300 étaient ajoutés (117). 

3. ECHOGRAPHIE DE CONTRASTE IN VIVO 

3.1. MODELE ET PLAN EXPERIMENTAL 

L’étude de faisabilité a été réalisée au cours d’une radiothérapie normofractionnée, étalée 

sur 2 semaines similairement aux travaux décrits précédemment. Dix souris dans le groupe 

contrôle et dix souris dans le groupe irradiation normofractionnée ont été utilisées. Seul le 

modèle PC3 (souris Nude) a été étudié, les poils des souris C57bl/6 étant limitants pour la 

répartition du gel d'échographie. Le dernier jour de la dernière séance de radiothérapie, 

l'échographie, le scanner et le sacrifice ont été réalisés immédiatement l'un après l'autre, et 

les tumeurs bien individualisées afin d'obtenir une corrélation en temps réel de l'imagerie et 

de l'histologie. 

3.2. RADIOTHERAPIE 

Les souris ont été irradiées à l’aide de l’irradiateur dédié aux petits animaux Xrad-IR-225 

(Précision X-ray, North Branford, USA), à la tension accélératrice de 225 kV, débit de dose 

1.78 Gy/minute. L’irradiation était centrée sur la tumeur à l’aide d’un collimateur cylindrique 

adapté à la taille tumorale. La souris était placée sur un plan horizontal et sous anesthésie 

gazeuse par isoflurane 4%. Le centrage était réalisé à l’aide des projections laser et images 

CBCT. 

3.3. ECHOGRAPHIE DE CONTRASTE ET PARAMETRES RECUEILLIS 

 L'évaluation de la perfusion par échographie de contraste a été réalisée 3 fois par 

semaine. L'échographe Vevo 2100 a été prêté par l'UMR930 INSERM (Université François 

Rabelais, Tours) et un opérateur entraîné a saisi les images et réalisé l'interprétation et les 

statistiques.  
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Figure 17 : Mesure du volume sanguin tumoral par échographie de contraste 

 

La souris anesthésiée (isoflurane) était placée sur le flanc. La sonde échographique était disposée 
de façon à obtenir une section de la tumeur dans sa plus grande dimension. Trente microlitres de 
produit de contraste échographique étaient administrés en intraveineux, la diffusion intra-tumorale 
des microbulles étant ainsi mesurée. Une séquence de destruction ponctuelle synchronisée des 
microbulles était également saisie, mesurant la diffusion immédiate du produit de contraste. 

A chaque échographie étaient mesurés l’intensité de contraste maximale (Peak 

Enhancement ou PE), le volume sanguin brassé jusqu’à l’atteinte du pic (Wash-in AUC ou 

WiAUC), le flux sanguin moyen dans la tumeur (Wash-in rate ou Wir), le temps pour atteindre 

le pic de contraste depuis l’injection (Time to Peak TTP) ou depuis la détection de l’arrivée des 

microbulles dans la tumeur (Rise Time RT). Un indice de perfusion de formule PI=WiAUC/RT 

était calculé. Les paramètres dépendants du volume tumoral étaient normalisés par rapport à 

la surface de l’image en 2 dimensions.  

Figure 18 : Paramètres recueillis en échographie de contraste 
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4. MORT CELLULAIRE PRECOCE 

Pour chaque modèle, 30 souris porteuses de tumeurs sous-cutanées palpables ont été 

localement irradiées (comme décrit précédemment) en dose unique. Pour le modèle PC3, les 

tumeurs étaient induites 21 jours avant l’irradiation, et 10 jours avant pour le modèle LLC. Les 

souris étaient réparties, pour chaque modèle tumoral, en 6 groupes de 5 recevant 

respectivement les doses de 0, 2, 4, 8, 12 et 20 Gy. La souris était euthanasiée et la tumeur 

prélevée 4 heures après l’irradiation. Le tissu tumoral était congelé et préparé pour 

immunohistochimie dans les conditions déjà décrites. Un double immunomarquage CD31 et 

TUNEL (kit TUNEL Roche) a été réalisé. La positivité pour le marquage TUNEL était définie 

par l’existence d’une zone d’intensité supérieure au seuil de 2 micromètres de diamètre 

minimum. 

5. ETUDE TRANSCRIPTOMIQUE 

Le transcriptome des deux modèles tumoraux, avant et après irradiation fractionnée, ont 

été analysés et comparés. Pour chaque condition, 4 tumeurs par modèle ont été exploitées. 

Après préparation avec le RNeasy minikit, (Qiagen) et broyage à l’homogénéisateur 

fastprep24 (MPbio) (1cc de RLT contenant 10µL de beta-mercaptoéthanol 14.3 Molaire), le 

surnageant a été prélevé et confié à une plateforme de génomique prestataire pour analyse. 

Dans le modèle PC3, la tumeur étant d'origine humaine et le microenvironnement d'origine 

murine, le transcriptome tumoral et le transcriptome microenvironnemental ont pu être 

distingués. Les événements communs aux 2 lignées ont ensuite été extraits. Les heatmaps et 

graphiques de classification des résultats ont été obtenus à l’aide des outils libres en ligne 

Panther DB (www.pantherdb.org/), Gominer ( https://discover.nci.nih.gov/gominer/index.jsp) 

et Cluster3 (http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/).  

  

https://discover.nci.nih.gov/gominer/index.jsp
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RESULTATS 

1. INFLUENCE DU SCHEMA DE FRACTIONNEMENT SUR LE 

MICROENVIRONNEMENT VASCULAIRE TUMORAL : ETUDE DESCRIPTIVE 

Les résultats qui suivent présentent l’impact de 4 différents schémas de radiothérapie, 

étalés sur un calendrier de 2 semaines, sur la tumeur et son microenvironnement vasculaire. 

Les modèles PC3 et LLC ont été étudiés et comparés. 

1.1. EFFET DU FRACTIONNEMENT SUR LA CROISSANCE TUMORALE 

La radiosensibilité de chaque modèle a été étudiée in vitro et in vivo. Au regard des tests 

de clonogénicité, les cellules PC3 présentaient une radiosensibilité plus élevée que les cellules 

LLC. Les ratios α/β ont été calculés à 2.1 pour le modèle Pc3 et 8.2 pour le modèle LLC. 

Figure 19 : Radiosensibilité intrinsèque des lignées PC3 et LLC 

 

Courbes de survie clonogénique pour les lignées PC3 (en gris) et LLC (en noir). 

 

Pour les expériences in vivo, les schémas de fractionnement ont été choisis pour 

représenter une échelle allant du fractionnement standard à un hypofractionnement fort de 12 

Gy par fraction. Le but était d’inclure un possible seuil de dose par fraction au-delà duquel la 

réponse vasculaire pourrait être fondamentalement différente du fait de l’apoptose massive 

des cellules endothéliales. Des doses physiques identiques ont été choisies sciemment, afin 

d’éviter les potentiels biais du modèle linéaire quadratique pour le calcul des doses 

biologiques. Les doses biologiques équivalentes ont tout de même été calculées et sont 

présentées dans le tableau 4. 
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Tableau 4 : Doses biologiques équivalentes 

Schéma RT  10 x 2 Gy 6 x 4 Gy 3 x 8 Gy 2 x 12 Gy 
BED PC3 (α/β=2.1) 39 Gy 69 Gy 115 Gy 161 Gy 
BED LLC (α/β=8.2) 25 Gy 35 Gy 47 Gy 89 Gy 

 

BED calculée à partir du ratio α/β et de la formule  

(𝑆) = 𝑒−(𝐷+𝐷2) 

 

L’étalement, calculé pour être le plus représentatif possible de la clinique, était de 1 jour 

pour le schéma normofractionné (sauf le week-end), 2 jours pour le schéma de 4 Gy, 4 jours 

pour le schéma de 8 Gy, et une semaine pour le schéma de 12 Gy.  

Pour comparer l’effet antitumoral des différents schémas, le temps de croissance 

nécessaire pour atteindre le volume seuil de 2000 mm3 a été mesuré pour chaque souris. Des 

courbes de survie ont été réalisées à partir des mesures collectées. Le volume moyen des 

tumeurs au premier jour de radiothérapie était de 167 mm3. Dans tous les schémas de 

fractionnement, la croissance tumorale a été ralentie par la radiothérapie. Dans les deux 

modèles, l’effet des schémas hypofractionnés était supérieur à l’effet du schéma 

normofractionné. Malgré d’importants écarts de BED, aucune différence significative n’a été 

mise en évidence entre les différents schémas hypofractionnés.  

Dans le modèle PC3, le volume tumoral était stabilisé par la radiothérapie 

normofractionnée et réduit par la radiothérapie hypofractionnée. La survie médiane était de 20 

jours dans le groupe non irradié, 42 jours dans le groupe 10 x 2 Gy, et 63, 60 et 64 jours 

respectivement dans les groupes 6 x 4 Gy, 3 x 8 Gy et 2 x 12 Gy.  

Dans le modèle LLC, la croissance tumorale était beaucoup plus rapide et aucun des 

schémas de fractionnement n’a permis d’obtenir de réduction du volume tumoral. Un simple 

ralentissement de la croissance des tumeurs a été observé, le délai moyen de survie étant de 

16 jours pour les schémas 10 x 2 Gy, 6 x 4 Gy et 3 x 8 Gy, de 17 jours pour le schéma 2 x 12 

Gy, versus 13 jours pour le groupe non irradié.  
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Figure 20: Effet du fractionnement sur la croissance des tumeurs PC3 

 
 

A. Pseudo-courbes de survie (Analyse selon Kaplan-Meier) des tumeurs PC3 traitées par les 
différents schémas de radiothérapie fractionnée. 

B. Volume moyen des tumeurs PC3 traitées par les différents schémas de fractionnement, 
normalisées à J0 (premier jour d’irradiation). 

C. Volume moyen des tumeurs PC3 à J0 (barre grise), puis à J14 (barre noire : non irradiées, barres 
colorées : schémas fractionnés) 

(A,B,C) N=2.Valeurs moyennes pour n≥18 par groupe 
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Figure 21 : Effet du fractionnement sur la croissance des tumeurs LLC 

 

A. Pseudo-courbes de survie (Analyse selon Kaplan-Meier) des tumeurs LLC traitées par les 
différents schémas de radiothérapie fractionnée. 

B. Volume moyen des tumeurs LLC traitées par les différents schémas de fractionnement, 
normalisées à J0 (premier jour d’irradiation). 

C. Volume moyen des tumeurs LLC à J0 (barre grise), puis à J14 (barre noire : non irradiées, barres 
colorées : schémas fractionnés) 

(A,B,C) N=2. Valeurs moyennes pour n≥15 par groupe 
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1.2. EFFET DU FRACTIONNEMENT SUR LA DENSITE MICROVASCULAIRE 

Densité microvasculaire à J14 

Le microenvironnement vasculaire a été analysé au 14ème jour après le début de 

l’irradiation (J15). Pour chaque schéma de fractionnement, cela correspondait au moment 

théorique de la séance de radiothérapie suivante. La densité microvasculaire mesurée variait 

de 59 à 135 vaisseaux/mm2. Aucune différence significative entre les différents schémas de 

fractionnement et le contrôle n’a été mise en évidence, qu’il s’agisse du modèle PC3 ou LLC.  

 
Figure 22 : Densité microvasculaire à J15 

 
 

A. Images de microscopie à fluorescence avec marquage des vaisseaux (CD31, vert) des tumeurs 
PC3 (ligne du haut) et LLC (ligne du bas) après les différents schémas de fractionnement.  

B,C.  Quantification de la densité microvasculaire dans les tumeurs PC3 (B) et LLC (C) après les 
différents schémas de fractionnement. Le groupe contrôle était sacrifié à J15, en même temps que les 
autres groupes. N=2. Valeurs moyennes pour n≥18 par groupe 
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Etude cinétique, modèle LLC 

Une expérience « cinétique » a été réalisée après le schéma le plus hypofractionné de 2 x 

12 Gy, sur le modèle LLC. Les différents paramètres du microenvironnement vasculaire ont 

été analysés 1, 3 et 7 jours après la seconde séance d’irradiation (soit à J9, J11 et J15, contre 

J15 uniquement dans l’expérience dite « de fractionnement »). Une réduction de la densité 

microvasculaire au 3ème jour a ainsi été mise en évidence (p=0.006 vs J15). Au 7ème jour, la 

densité microvasculaire avait retrouvé le niveau du contrôle. 

 
Figure 23 : Étude cinétique de la densité microvasculaire après 2 x 12 Gy, modèle LLC 

 

Le nombre de jours était compté à partir du premier jour d’irradiation, ainsi J9, J11 et J15 
correspondent à 1, 3 et 7 jours après la dernière séance. 

Images de microscopie à fluorescence avec marquage des vaisseaux (CD31, rouge) des tumeurs LLC 
après irradiation selon le schéma de 2 x 12 Gy.  

Quantification de la densité microvasculaire  dans les tumeurs LLC après 2 x 12 Gy. Le groupe 
contrôle a été prélevé à J9. Données pour n≥7 par groupe. 

 

1.3. LA RADIOTHERAPIE FRACTIONNEE AUGMENTE LA COUVERTURE 

PERICYTAIRE, QUEL QUE SOIT LE SCHEMA DE FRACTIONNEMENT 

La radiothérapie normofractionnée augmente la couverture péricytaire des vaisseaux 

tumoraux. Pour savoir si cet effet est valable avec des schémas hypofractionnés, et pour 

connaître l’impact de la dose par fraction sur la couverture des vaisseaux, nous avons recueilli 

sur les tumeurs à J14 le niveau d’expression périvasculaire des marqueurs αSMA et desmin. 

Dans les deux modèles, les tumeurs des groupes non irradiés présentaient un faible indice de 

couverture péricytaire. Après radiothérapie, l’indice de couverture était multiplié par 2 dans les 

tumeurs PC3 et par 8 dans les tumeurs LLC. Dans chaque modèle, l’augmentation était 

similaire quel que soit le schéma de fractionnement. De façon cohérente, les indices αSMA et 

desmin suivaient une évolution comparable dans toutes les conditions. 
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Figure 24 : Couverture péricytaire à J15 

 

A. Images de microscopie à fluorescence avec marquage des vaisseaux (CD31, vert) et des péricytes 
(αSMA, rouge et Desmin, blanc) des tumeurs PC3 (ligne du haut) et LLC (ligne du bas) après les différents 
schémas de fractionnement.  

B,C.  Quantification des index de couverture péricytaire αSMA et Desmin dans les tumeurs PC3 (B) 
et LLC (C) après les différents schémas de fractionnement. Les groupe contrôle étaient sacrifié à J15, en 
même temps que les autres groupes. N=2. Valeurs moyennes pour n≥18 par groupe. 

1.4. AMELIORATION DE L’HYPOXIE ET DE LA PERFUSION, DE FAÇON DOSE ET 

TEMPS-DEPENDANTE 

Hypoxie à J15 

L’hypoxie sévère et la perfusion sanguine ont été évaluées via la surface de coupe 

marquée par le pimonidazole et le Hoechst 33342. 

Dans les tumeurs PC3 non irradiées, la surface hypoxique moyenne était de 9 %. Après 

radiothérapie, elle se situait entre 2 et 4 %, soit une réduction de 74 à 85 % de la surface 
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hypoxique. La réduction de la surface hypoxique était d’autant plus marquée que la dose par 

fraction était importance. Une corrélation faible entre la BED et la surface hypoxique a été 

relevée (R2=0.30). 

Les tumeurs LLC étaient de base bien plus hypoxiques que les tumeurs PC3 : la surface 

hypoxique moyenne était de 29% dans le groupe contrôle. Après radiothérapie, la réduction 

de la surface hypoxique était hétérogène : elle était de 23 % dans le bras standard (réduction 

de 21 %) et de 18 % dans le bras 6 x 4 Gy (réduction de 38 %, p=0.03), mais n’était pas réduite 

dans les groupes 3 x 8 Gy et 2 x 12 Gy. 

 

Figure 25 : Hypoxie et perfusion à J15 dans les tumeurs PC3 

 

A. Images de microscopie à fluorescence avec marquage des vaisseaux (CD31, rouge), de l’hypoxie 
sévère (pimonidazole, vert) et de la perfusion par le Hoechst 33342 (bleu) des tumeurs PC3 après les 
différents schémas de fractionnement.  
B,C.  Quantification de la surface hypoxique (B) et perfusée (C) dans les tumeurs PC3 après les différents 
schémas de fractionnement.  Chaque colonne est placée sur l’abscisse selon la BED calculée pour 
chaque schéma de fractionnement. En gris est représentée la courbe de régression linéaire liant la BED 
et le niveaux d’hypoxie /perfusion  
N=2. Valeurs moyennes pour n≥18 par groupe. 
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Figure 26 : Hypoxie et perfusion à J15 dans les tumeurs LLC 

 
 

A. Images de microscopie à fluorescence avec marquage des vaisseaux (CD31, rouge), de l’hypoxie 
sévère (pimonidazole, vert) et de la perfusion par le Hoechst 33342 (bleu) des tumeurs LLC après les 
différents schémas de fractionnement.  
B,C.  Quantification de la surface hypoxique (B) et perfusée (C) dans les tumeurs LLC après les différents 
schémas de fractionnement.  Chaque colonne est placée sur l’abscisse selon la BED calculée pour 
chaque schéma de fractionnement.  
N=2. Valeurs moyennes pour n≥15 par groupe. 

 

Etude cinétique, modèle LLC 

Les tumeurs LLC présentant une croissance particulièrement rapide, l’hypothèse d’une 

compensation de la réduction d’hypoxie par la repopulation dans les schémas les plus 

hypofractionnés (où l’étalement inter fraction était le plus important) a été soulevée. La mesure 

« cinétique » de l’hypoxie 1, 3 et 7 jours après la seconde séance dans le schéma 2 x 12 Gy 

a été réalisée. La surface hypoxique n’était néanmoins pas réduite dans les jours suivant 

l’irradiation mais seulement « contenue » à un niveau stable jusqu’au 3ème jour avant une 

augmentation hétérogène au 7ème jour. 

  



86 
 

Figure 27 : étude cinétique de l’hypoxie et de la perfusion dans le modèle LLC 

 

Le nombre de jours est compté à partir du premier jour d’irradiation, ainsi J9, J11 et J15 
correspondent à 1, 3 et 7 jours après la dernière séance. 
A. Images de microscopie à fluorescence avec marquage de l’hypoxie sévère (pimonidazole, vert) et de 
la perfusion du Hoechst 33342 (bleu) des tumeurs LLC après irradiation selon le schéma de 2 x 12 Gy.  
B,C. Quantification de l’hypoxie sévère (B) et de la perfusion (C) dans les tumeurs LLC après 2 x 12 Gy. 
Le groupe contrôle a été prélevé à J9. Données pour n≥7 par groupe. 

 

Perfusion  

L’étude de l’hypoxie a été complétée par l’étude de la surface perfusée par le Hoechst 

33342. Dans le modèle PC3, parallèlement à la réduction de l’hypoxie, la perfusion était 

augmentée de 28 % dans le schéma standard à 218 % dans les bras hypofractionnés. Le 

niveau d’augmentation était faiblement corrélé à la BED (R2=0.30).   

Dans le modèle LLC, aucune augmentation significative de perfusion n’a été mise en 

évidence à J14, quel que soit le schéma de fractionnement. L’étude « cinétique » après 2 x 

12Gy montrait un doublement transitoire de la surface perfusée à J3 (p=0.04), avant un retour 

au niveau contrôle à J7. 
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2. INFLUENCE DU REMODELAGE VASCULAIRE RADIO-INDUIT SUR LA 

DISTRIBUTION ET L’EFFICACITE DE LA DOXORUBICINE 

Les résultats suivants montrent que le remodelage vasculaire radio-induit existe dans les 

3 modèles tumoraux LNCaP, PC3 et LLC après radiothérapie normo ou hypofractionnée. Il 

s’accompagne d’une amélioration de la distribution et de l’efficacité de la doxorubicine, 

administrée après deux semaines d’irradiation fractionnée. 

2.1. AMELIORATION RADIO-INDUITE DE LA PHYSIOLOGIE VASCULAIRE DANS 

DIFFERENTS MODELES TUMORAUX 

Nous avions constaté, lors des précédents travaux de l’équipe sur le modèle PC3, que 

l’irradiation normofractionnée sur 2 semaines induisait une amélioration de la couverture 

péricytaire des vaisseaux tumoraux, et s’accompagnait d’une amélioration de la perfusion 

sanguine. Pour poursuivre ces travaux, nous avons cherché à savoir si ces résultats se 

confirmaient sur d’autres modèles tumoraux : le modèle LNCaP (cancer de prostate humain 

hormono-dépendant, à croissance lente) et le modèle LLC (cancer pulmonaire syngénique 

des souris C57bl/6, croissance rapide).  Des tumeurs LNCaP-luciférase orthotopiques ont été 

induites et leur croissance surveillée par bioluminescence. Lorsque l’augmentation de la 

bioluminescence était linéaire (5 à 6 semaines après l’injection), les souris ont été localement 

irradiées selon un schéma normofractionné, sur 2 semaines. En parallèle, des tumeurs sous-

cutanées LLC de volume moyen de 200 mm3 ont été irradiées selon un schéma de 2 séances 

de 12 Gy chaque lundi, le schéma normofractionné étant insuffisant pour contrôler la 

croissance tumorale. Pour le modèle LLC, 2 groupes contrôle non irradiés ont été adjoints pour 

améliorer la comparabilité : un groupe « contrôle J0 », correspondant au premier jour de 

l’expérience, dont la taille tumorale était comparable au groupe test, et un groupe « contrôle 

J14 », correspondant à la date de prélèvement des tumeurs, dont l’âge tumoral était 

comparable au groupe test. Pour le modèle LNCaP, dont la croissance est lente (et PC3 pour 

les résultats suivants), un groupe « contrôle J14 » était suffisant. 

Dans le modèle LNCaP, le schéma 10 x 2 Gy n’a pas modifié la densité microvasculaire. 

Dans le modèle LLC, le schéma 2 x 12 Gy diminuait la densité microvasculaire (47%, p<0.001).  

Dans les deux modèles sus-cités, une augmentation des cellules murales αSMA-positives 

dans les 2 µm autour des cellules endothéliales CD31-positives a été observée après les deux 

semaines de radiothérapie (LNCaP : +119%, p=0.05, LLC : +65%, p=0.02). Il n’y avait pas de 

différence significative entre les tumeurs LLC non irradiées prélevées à J0 ou à J14.  
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Figure 28 : La radiothérapie fractionnée accroît la couverture vasculaire 

 

(A,B) images de microscopie à fluorescence représentant les cellules endothéliales (CD31, rouge) et 
les péricytes (SMA, vert et desmin, blanc) dans les modèles de tumeurs LNCaP (A) et LLC (B). 

(C,D) Densité microvasculaire dans les tumeurs LNCaP (C) et LLC (D) 
(E,F) Quantification de l’air SMA+ autour des vaisseaux CD31+ dans les tumeurs LNCaP (E) et LLC 

(F). 
(C-F) valeurs moyennes pour n≥5 (LNCaP) et n≥9 (LLC)  
 

Sur le plan fonctionnel, la radiothérapie favorisait la pénétration nucléaire du Hoechst 

33342 dans les tumeurs LNCaP (+40%, p=0.08) et dans les tumeurs LLC (+75%, p=0.04). La 

surface hypoxique marquée par le pimonidazole était également réduite dans les tumeurs 

LNCaP (-88%, p=0.004).  
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Figure 29 : La radiothérapie fractionnée augmente la perfusion et réduit l’hypoxie 

 

(A,B) images de microscopie à fluorescence représentant les tumeurs LNCaP (A) et LLC (B) après 
injection de pimonidazole et /ou Hoechst 33342. 

(C,D) Quantification du ratio aire Hoechst 33342 / aire totale dans les tumeurs LNCaP (C) et LLC (D) 
(E) Quantification du ratio aire pimonidazole+/ aire totale dans les tumeurs LLC 
(C-E) valeurs moyennes pour n≥5 (LNCaP) et n≥9 (LLC)  
 

Des résultats similaires ont été montrés précédemment dans le modèle PC3, à la fois dans 

ce travail et dans les articles précédents de l’équipe (80). L’addition de ces résultats dans des 

modèles tant syngénique (LLC) qu’immunodéprimés (LNCaP, PC3) montre plus généralement 

que la radiothérapie améliore la physiologie vasculaire des tumeurs solides après 2 semaines 

de traitement. 
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La radiothérapie est fréquemment combinée avec un ou des traitements systémiques 

néoadjuvants ou concomitants. Parmi eux, les agents anti-angiogéniques semblent être les  

plus susceptibles d’affecter le remodelage vasculaire radio-induit. Nous avons donc cherché 

à savoir, par la suite, si le remodelage vasculaire radio-induit était compatible avec le sunitinib 

(Inhibiteur des récepteurs à tyrosine kinase VEGFR et PDGFR utilisé dans le traitement 

standard des tumeurs solides, dont les effets conflictuels sur la normalisation vasculaire ont 

été reportés (118). Notre choix s’est porté sur le modèle LLC car des travaux in vitro reportent 

une réponse cellulaire au sunitinib dans les cellules PC3 (119). Les souris avec tumeurs LLC 

sous-cutanées palpables ont été irradiées selon le schéma 2 x 12 Gy et gavées 

quotidiennement avec une solution de sunitinib à 40 mg/kg, ou un placebo. Après 2 semaines 

de traitement, les paramètres vasculaires ont été analysés. Dans le groupe sunitinib, la densité 

microvasculaire était diminuée par rapport au contrôle, de façon comparable à l’effet de la 

radiothérapie seule dans ce modèle (contrôle : 104 vaisseaux/mm2, sunitinib : 56 

vaisseaux/mm2, radiothérapie 74 vaisseaux/mm2, contrôle vs RT p=0.02, contrôle vs sunitinib 

p=0.001). La combinaison sunitinib + RT ne réduisait pas plus profondément la densité 

microvasculaire (RT + sunitinib : 68 vaisseaux/mm2, NS versus RT ou sunitinib seul). De plus, 

le sunitinib n’allait pas à l’encontre de l’amélioration radio-induite de la couverture péricytaire 

(RT + sunitinib : +224 %, p<0.0001 vs contrôle). Néanmoins, la combinaison sunitinib + RT 

induisait une augmentation de la surface hypoxique (contrôle : 18.2%, RT + sunitinib : 41%, 

p=0.01) 
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Figure 30 : Le remodelage vasculaire radio-induit n’est pas affecté par l’administration de sunitinib 

dans les tumeurs LLC 

 

(A) Images de microscopie à fluorescence représentant les cellules endothéliales (CD31, rouge) et 
les péricytes (SMA, vert) dans les tumeurs LLC traitées par RT, sunitinib ou les deux. 

(B) Images de microscopie à fluorescence représentant les tumeurs LLC injectées de pimonidazole 
(C) Densité microvasculaire dans les tumeurs LLC, traitées ou non par le sunitinib 
(D) Quantification de l’aire SMA+ périvasculaire dans les tumeurs LLC, traitées ou non par le 

sunitinib 
(E) Quantification du ratio aire pimonidazole+/ aire totale dans les tumeurs LLC traitées ou non par 

le sunitinib 
(C-E) valeurs moyennes pour n≥13  
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2.2. LA RADIOTHERAPIE FRACTIONNEE AUGMENTE LA DISTRIBUTION 

INTRATUMORALE DE DOXORUBICINE 

Afin de déterminer si le remodelage vasculaire radio-induit permettait une augmentation 

de la pénétration intratumorale de molécules thérapeutiques, nous avons mesuré la 

distribution de doxorubicine. Les tumeurs sous-cutanées PC3 et LLC ont été exposées à 

l’irradiation pendant 2 semaines (schéma 10 x 2 Gy et 2 x 12 Gy respectivement) afin de 

reproduire le remodelage vasculaire. La doxorubicine a ensuite été administrée aux souris par 

injection intraveineuse à la dose de 18 mg/kg et 5 minutes après injection, la tumeur était 

prélevée pour évaluer  la distribution de doxorubicine par microscopie à fluorescence (120). 

Les tumeurs irradiées montraient une accumulation plus importante de doxorubicine que les 

tumeurs contrôle, où le niveau de détection était faible (PC3 : + 331%, p=0.006, LLC : + 508%, 

p=0.05). La différence ne pouvait être imputée à l’âge ni à la taille tumorale : le niveau de 

doxorubicine était aussi faible tant dans le groupe contrôle J0 que dans le contrôle J14. Le 

profil de distribution était cohérent avec une diffusion purement vasculaire, montrant une 

accumulation forte de doxorubicine à proximité des vaisseaux et diminuant avec la distance. 

Il est à noter que l’amélioration induite par la radiothérapie concernait aussi bien la distribution 

de doxorubicine à proximité qu’à distance des vaisseaux, comparativement au contrôle. 
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Figure 31 : La radiothérapie fractionnée accroît la distribution intratumorale de chimiothérapie 

 

(A) Images de microscopie à fluorescence représentant tumeurs PC3 (colonne de gauche) et LLC 
(colonne de droite) après injection iv de doxorubicine 

(B,C) Quantification du ratio aire doxorubicine+/ aire totale dans les tumeurs PC3 (B) et LLC (C). 
Valeurs moyennes pour n≥9 

(D) Profil de distribution de la doxorubicine en fonction de la distance au vaisseau le plus proche 
dans les tumeurs PC3 

 

Pour confirmer l’absence d’interférence du sunitinib avec le remodelage vasculaire radio-

induit, nous avons évalué la distribution de doxorubicine en présence de sunitinib, selon le 

même plan expérimental que décrit dans le paragraphe précédent. Conformément aux 

attentes, la distribution de doxorubicine était améliorée dans le groupe radiothérapie par 
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rapport au contrôle (contrôle : 1,1 % de la surface totale, RT : 4.4 %, p=0.02). Le sunitinib seul 

n’avait pas d’impact sur la distribution de doxorubicine (sunitinib : 1.3% de la surface totale) et 

n’empêchait pas l’amélioration induite par la radiothérapie (RT + sunitinib : 4.4%, p=0.02 vs 

contrôle).  

 

Figure 32 : L’amélioration de la distribution de doxorubicine n’est pas annihilée par le sunitinib 

 

(A) Images de microscopie à fluorescence représentant tumeurs LLC après injection iv de 
doxorubicine selon le traitement par RT, sunitinib ou les deux 

(B) Quantification du ratio aire doxorubicine+/ aire totale. Valeurs moyennes pour n≥13 
 

2.3. LA RADIOTHERAPIE FRACTIONNEE AUGMENTE L’EFFICACITE DE LA 

DOXORUBICINE 

L’efficacité de la chimiothérapie dépend fortement de la dose qui a pu être délivrée au tissu 

tumoral (121). La question suivante était de savoir si l’augmentation de la distribution de 

doxorubicine était accompagnée d’une augmentation de son efficacité. Dans un premier 

temps, nous avons déterminé une dose de doxorubicine dont l’effet sur la croissance tumorale 

était faible. Basée sur la courbe dose-réponse, la dose de 8 mg/kg administrée en 

intrapéritonéal a été choisie, afin d’obtenir une concentration inférieure à la concentration 

efficace 50 (EC50). Dans un second temps, nous avons administré cette dose de doxorubicine 

après irradiation fractionnée selon les schémas déjà décrits. L’injection était réalisée à J14, 

soit un délai minimal de 3 jours après la radiothérapie, dans le but d’éviter un effet de 

radiosensibilisation par la chimiothérapie. Dans le modèle PC3, le traitement après 
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radiothérapie améliorait de façon significative la survie des souris comparativement à la 

doxorubicine ou la radiothérapie seule (survie médiane : contrôle 43 jours, doxorubicine 43 

jours, RT 53.5 jours, RT + doxorubicine : 68 jours, p<0.0001). Dans le modèle LLC, 

l’association augmentait également la survie comparativement aux groupes RT ou 

doxorubicine seule (survie médiane : contrôle 18 jours, doxorubicine 23 jours, RT 24.5 jours, 

RT + doxorubicine 33.5 jours, p<0.0001). 

 

Figure 33 : L’amélioration de l’efficacité de la doxorubicine n’est pas annihilée par le sunitinib 

 

(A,B) poids et volume des tumeurs PC3 (A) et LLC (B) traitées par des doses croissances de 
doxorubicine.  

(C,D) Pseudo-courbes de survie (Analyse selon Kaplan-Meier) des tumeurs PC3 (C) et LLC (D) 
traitées par doxorubicine seule, RT ou doxorubicine 3 jours après RT. Valeurs moyennes pour n≥8 par 
groupe. 
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3. IMAGERIE NON INVASIVE DU MICROENVIRONNEMENT PAR ECHOGRAPHIE DE 

CONTRASTE 

Au total, aucune franche différence entre le groupe irradié et le groupe contrôle n’a pu être 

mise en évidence. Des différences significatives sur plusieurs paramètres ont néanmoins été 

relevées en cours d’irradiation, dont le maximum se situait après 8 Gy : le volume sanguin 

(WiAUC) était significativement plus élevé, et les temps d’atteinte du pic RT et TTP étaient 

significativement plus longs dans le groupe contrôle. Schématiquement, la radiothérapie 

semblait d’un côté limiter le volume sanguin impliqué dans la tumeur et de l’autre accélérer sa 

vitesse de remplissage, de façon transitoire, confirmant l’idée d’un remodelage vasculaire 

radio-induit dont les effets sont dynamiques dans le temps sans pouvoir en préciser la nature 

ni les conséquences. Les microbulles constituent de nos jours le seul produit de contraste 

échographique utilisable pour quantifier la perfusion mais leur performance reste limitée en 

particulier pour l’imagerie des cancers (122). L’architecture anarchique des vaisseaux 

tumoraux combinée à une mesure de volume sanguin restreinte au secteur intravasculaire 

limitent la qualité et l’interprétabilité du signal. De plus, la mesure du flux sanguin ne semble 

pas corrélée au niveau d’oxygénation périvasculaire dans les tumeurs solides (123,124). Une 

piste pour améliorer la détection échographique des modifications du microenvironnement 

vasculaire serait de mesurer la diffusion des microbulles (125). 
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Figure 34 : Représentation graphique des mesures réalisées par échographie de contraste en cours de 

radiothérapie normofractionnée sur le modèle PC3 

La colonne de gauche représente les données individuelles des tumeurs non irradiées, la colonne centrale 
représente les données individuelles des tumeurs recevant une irradiation normofractionnée, la colonne de 
droite représente la moyenne pour chaque groupe. 

A. Paramètres spatiaux (normalisés par rapport à J0) : Perfusion enhancement (PE), Wash-in Area 
under the curve (WiAUC), Wash-in Rate (WiR) 

B. Paramètres temporels (normalisés par rapport à J0) : Rise Time (RT), Time to peak (TTP) 
C. Indice de perfusion (normalisé par rapport à J0 et par l’aire de chaque coupe tumorale) 
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4. MORT CELLULAIRE PRECOCE 

Suite aux travaux de Paris et Garcia-Barros montrant l’apoptose rapide et importante des 

cellules endothéliales au-delà de 7 Gy, nous pouvions envisager une réduction massive du 

nombre des vaisseaux tumoraux. Pourtant nous n’avons pas observé ce phénomène, même 

après les plus fortes doses par fraction. L’analyse « cinétique » après la seconde séance 

d’irradiation à 12 Gy dans le modèle LLC suggère néanmoins une baisse transitoire de la 

densité microvasculaire au troisième jour (non significative), rapidement et totalement 

compensée 4 jours plus tard. Nous avons donc cherché à comprendre dans un premier temps 

l’impact d’une séance unique d’irradiation sur la mort des cellules endothéliales au sein de nos 

modèles. 

Les proportions de cellules endothéliales TUNEL-positives sont présentées sur les 

graphiques suivants. La proportion de cellules TUNEL-positives croît avec la dose délivrée 

pour les cellules endothéliales comme pour l’ensemble des cellules mais curieusement, cette 

tendance s’inverse au-delà des 8 à 12 Gy, avec un nombre inférieur de cellules TUNEL-

positives à 20 Gy. 
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Figure 35 : Mort cellulaire quatre heures après une dose unique d’irradiation 

 

(A) Images de microscopie à fluorescence représentant les tumeurs PC3 (ligne du haut) et LLC (ligne 
du bas) après une dose unique de 0, 8 ou 20 Gy 

(B) Image issue d’une des tumeurs LLC irradiées à une dose unique de 8 Gy, représentant le détail 
d’un vaisseau dont une cellule CD31+ présente un marquage Tunel nucléaire positif 

(C,D) Quantification du ratio nombre de foci Tunel+/ aire CD31+ dans les tumeurs PC3 (C) et LLC (D) 
. Valeurs moyennes pour n=5 
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5. ETUDE TRANSCRIPTOMIQUE 

Afin de dégager une vision plus globale des réponses tumorale et microenvironnementale 

à l’irradiation, les transcriptomes des deux modèles tumoraux, avant et après irradiation 

fractionnée, ont été analysés et comparés. Les résultats sont présentés ci-dessous. Outre la 

mise en jeu de voies de régulation du cycle cellulaire comme p53, Wnt ou RAS, il est 

intéressant de noter que dans les deux modèles, les voies concernant l’angiogenèse, PDGF, 

EGF ou l’endothéline sont présentes, confirmant l’importance de la réponse vasculaire au sein 

du microenvironnement. Un autre résultat marquant est la prépondérance des voies de 

réponse immunitaires spécifiques. Interleukines, cytokines, voies d’activation des lymphocytes 

T ou encore FAS sont présents en proportion importante. 

 
Figure 36 : Etude transcriptomique 

Détermination et classification des ARNm du microenvironnement modifiés après radiothérapie de 

manière commune dans les lignées PC3 et LLC.  

(A) : Totalité des gène concernés répartis en heatmap 
(B). Classement des gènes par voie de signalisation  
(C) Classement par processus biologique 
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Discussion Générale 

 
Ce travail de thèse souligne que l’effet antitumoral de la radiothérapie ne passe pas 

uniquement par les cellules cancéreuses. Au cours d’une radiothérapie fractionnée, la 

vascularisation tumorale subit des transformations structurelles et fonctionnelles qui 

influencent l’efficacité des traitements systémiques, mais aussi de la radiothérapie elle-même. 

Nous avons ici montré que, contrairement à l’administration d’une dose unique, la 

radiothérapie fractionnée induisait une augmentation de la couverture péricytaire des 

microvaisseaux permettant d’améliorer la distribution et l’efficacité de la doxorubicine 

administrée de façon concomitante. Néanmoins, une trop forte dose par fraction peut aboutir 

à une destruction de l’endothélium et une réduction transitoire de la densité microvasculaire. 

De plus, nos résultats suggèrent que si les modifications structurelles des vaisseaux 

contribuent à réduire l’hypoxie, l’effet de la radiothérapie sur les cellules tumorales elles-

mêmes est également source de modifications de la perfusion et du microenvironnement 

hypoxique. Ainsi, le taux d’hypoxie locale dépend à la fois de la fonctionnalité des vaisseaux 

et de l’efficacité antitumorale de l’irradiation, qui elle-même dépend de la sensibilité des 

cellules tumorales à la dose, au fractionnement et à l’étalement. 

1. DENSITE MICROVASCULAIRE ET MORT RADIO-INDUITE DES CELLULES 

ENDOTHELIALES  
 

Nous avons appliqué différents schémas de radiothérapie, normo et hypofractionnés, sur 

un modèle de cancer de prostate et un modèle de cancer du poumon. L’étalement était de 

deux semaines et le prélèvement tumoral avait lieu au moment théorique de la séance suivante 

d’irradiation, le lundi de la semaine suivante.  

1.1. MORT CELLULAIRE ENDOTHELIALE 

La densité microvasculaire dans les tumeurs était comparable après tous les schémas 

de fractionnement. Néanmoins, pour les schémas les plus hypofractionnés, nous avons 

observé une réduction de l’hypoxie importante dans le modèle PC3 mais pas dans le modèle 

LLC. Ces schémas présentant un étalement inter-fraction plus long (7 jours entre la dernière 

fraction et le prélèvement, versus 3 pour les schémas de 2 et 4 Gy par fraction), l’hypothèse 

d’une cinétique différente des modifications vasculaires entre les deux modèles a été soulevée 

et testée. Nous avons reproduit sur le modèle LLC le schéma le plus hypofractionné (2 x 12 

Gy) et réalisé des analyses intermédiaires 1 et 3 jours après la dernière fraction. Ces analyses 

ont montré une diminution modérée de la densité microvasculaire avec un nadir au 3ème jour, 

pour retrouver un niveau plus élevé mais très hétérogène au 7ème jour. De plus, lors de 

l’expérience indépendante visant à reporter l’impact du remodelage vasculaire sur la 

distribution de doxorubicine, la densité microvasculaire des tumeurs LLC (irradiées selon le 

même schéma de 2 x 12 Gy) était significativement plus basse lors du prélèvement à 7 jours, 

là aussi de façon très hétérogène, suggérant que la vitesse de retour à une densité vasculaire 

élevée peut varier selon la cinétique individuelle de croissance. 
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Aucune donnée des expériences précédentes ne confirme ou n’infirme la survenue 

d’une vague de mort endothéliale. Dans les modèles étudiés ici, il est possible que les cellules 

tumorales protègent, via des mécanismes qui leurs sont propres, les cellules endothéliales 

des dommages radio-induits. Il est également possible qu’une vague de mort endothéliale soit 

compensée par le renouvellement ou la différenciation de cellules stromales en cellules 

endothéliales exprimant le CD31. 

Lorsque nous avons cherché à comprendre l’effet d’une monodose croissante sur les 

cellules endothéliales, dans une tumeur in vivo, nous avons remarqué que la proportion de 

cellules TUNEL-positives croît avec la dose délivrée pour les cellules endothéliales comme 

pour l’ensemble des cellules mais curieusement, cette tendance s’inverse au-delà des 8 à 12 

Gy, avec un nombre inférieur de cellules TUNEL-positives à 20 Gy. Cette tendance, bien que 

remarquable dans les deux modèles tumoraux, est difficilement explicable et les hypothèses 

quant à son origine sont variées. Nous avons considéré ces résultats comme non concluants. 

En effet, il est peu probable que la mort cellulaire réellement induite par l’irradiation soit moins 

importante après 20 Gy. Ces chiffres inattendus peuvent avoir différentes explications. 

La méthode de marquage TUNEL ou TdT-mediated dUTP-biotin Nick End Labeling 

permet la reconnaissance in situ des extrémités 3’-OH de l’ADN clivé. Elle a initialement été 

décrite comme sélective de la mort cellulaire programmée (126). D’autres mécanismes plus 

nuancés de mort cellulaire incluant un clivage de l’ADN, comme la nécroptose ou l’autophagie, 

ont néanmoins été décrits depuis (127). La mort cellulaire radio-induite inclut différents 

mécanismes variés tels que l’apoptose, la nécrose, la mort mitotique, l’autophagie, la 

nécroptose (128,129). Cette pluralité de types de mort varie selon le tissu irradié, le type 

cellulaire, les circonstances de dose et de temps, et rend impossible un marquage spécifique 

de la mort cellulaire radio-induite. De plus, le délai de survenue de la mort cellulaire radio-

induite peut aller d’un temps très court à plusieurs heures, voire jours pour la mort mitotique, 

ce qui rend l’effet d’une seule fraction difficile à évaluer à l’échelle d’un tissu. Théoriquement, 

la majorité des cassures de l’ADN réparables sont corrigées au bout de 4 heures. Ce délai 

évite donc le biais de détection de lésions non létales. Néanmoins, les lésions complexes et 

l’accumulation de lésions non létales peut allonger le temps de réparation (130). Un nombre 

plus élevé de lésions complexes combiné à une part plus importante de nécrose pourrait 

expliquer le moindre marquage TUNEL pour les fortes doses de 12 ou 20 Gy. Une autre piste 

moins probable mais non négligeable serait l’activation pour les fortes doses par fraction d’une 

exonucléase dégradant les extrémités libres de l‘ADN double brin clivé (131), rendant leur 

détection plus difficile. 

1.2. IMPACT DU FRACTIONNEMENT SUR L’ENDOTHELIUM 

Dans notre modèle d’irradiation fractionnée, la diminution de densité microvasculaire 

commence à 24 heures et atteint son maximum à 72 heures, suggérant plutôt une mort des 

cellules endothéliales tumorales par accumulation des lésions radio-induites que par apoptose 

immédiate. Après une irradiation de 12 Gy dans un modèle de neuroblastome, Jani et al. décrit 

une baisse transitoire de l’expression de l’endomucine par les cellules endothéliales dès 6 

heures, mais une réduction de la densité microvasculaire seulement 72 heures plus tard, 

suggérant un double phénomène d’apoptose endothéliale précoce et de mort endothéliale plus 

tardive avec déconstruction des vaisseaux (72). 

Dans ces conditions, l’étalement inter-fraction pourrait avoir ici un impact considérable sur 

les vaisseaux, en permettant ou en limitant la capacité de compensation par repopulation 
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endothéliale. Ainsi, nous n’avons pas observé de modification de la densité microvasculaire 

après une irradiation fractionnée de 4 Gy 3 fois par semaine, mais Chen et al. relate une 

réduction significative et durable de celle-ci après une irradiation quotidienne aux mêmes 

doses sur des tumeurs de prostate TRAMPC1 (79). Similairement, Frenzel et al. relate une 

diminution forte et durable de la densité microvasculaire, toujours observable 8 jours après 

une irradiation quotidienne de 10 Gy pendant 5 jours (87).  

Plusieurs études montrent qu’en l’absence de répétition de l’irradiation, la mort endothéliale 

radio-induite conduit à plus long terme à une augmentation de la densité microvasculaire 

« réactionnelle » à l’augmentation hypoxique transitoire. Les travaux étudiant parallèlement la 

cinétique de la densité microvasculaire et de l’hypoxie montrent une accélération de 

l’angiogenèse tumorale suite à l’augmentation transitoire de l’hypoxie. Ainsi, après une 

monodose de 15 Gy sur des tumeurs LLC ou de 20 Gy sur des fibrosarcomes FSaII, le sursaut 

hypoxique survenant 48 à 72 heures après l’irradiation est suivi d’une augmentation franche 

et durable de la densité microvasculaire, qui était stable dans les suites immédiates de 

l’irradiation (68,75). Les travaux de Lan, comparant l’administration de 12 Gy en monodose ou 

en répétition hebdomadaire sur des tumeurs LLC, confirment le lien entre hypoxie et densité 

microvasculaire (71). Alors que la densité microvasculaire des tumeurs non irradiées 

augmente de façon constante, elle reste stable quelques jours après une monodose mais 

rattrape le niveau du groupe contrôle de façon accélérée en 7 jours. A l’inverse après 3 

séances hebdomadaire de 12 Gy, la densité microvasculaire est stable dans un premier temps 

puis diminue progressivement et durablement, 8 jours après la dernière séance, faisant suite 

à la réduction de l’hypoxie tumorale. Cette cinétique correspond plutôt à une baisse de la 

stimulation angiogénique par la levée de l’hypoxie qu’à une apoptose endothéliale massive.  

 

2. REPONSE DU MICROENVIRONNEMENT HYPOXIQUE A LA RADIOTHERAPIE 

FRACTIONNEE 

 

2.1. CONTRIBUTION DU COMPARTIMENT ENDOTHELIAL A L’AMELIORATION DU 

MICROENVIRONNEMENT HYPOXIQUE 

Nos résultats ne montrent pas d’augmentation de la densité vasculaire et même, dans 

certains cas, relatent une réduction transitoire de celle-ci. En parallèle pourtant, le niveau 

d’hypoxie est réduit, proportionnellement à la dose par fraction dans le modèle PC3. Certaines 

modifications radio-induites du compartiment vasculaire, indépendantes de la densité 

microvasculaire, peuvent être en jeu dans la réduction de la surface hypoxique. 

Il a récemment été montré que l’irradiation pouvait restaurer l’activité de eNOS et réprimer son 

inhibiteur Caveolin 1 dans les cellules endothéliales tumorales, permettant d’améliorer la 

perfusion sanguine, de réduire l’hypoxie et d’améliorer ponctuellement la régulation du flux 

sanguin (132). Par ailleurs, la restauration radio-induite de la couverture péricytaire peut 

également favoriser la réponse contractile à l’influx de NO.  

Nous pouvons soulever l’hypothèse que la restauration de eNOS radio-induite combinée à 

l’augmentation de la couverture péricytaire peut expliquer en partie la réduction radio-induite 

de la fraction tumorale hypoxique. Cependant elle ne peut être que partiellement expliquée 

par ces mécanismes. Contrairement aux changements observés ici, la restauration de eNOS 
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n’a pas été démontrée comme dose-dépendante, et nos travaux montrent une restauration de 

la couverture péricytaire similaire quel que soit le schéma de fractionnement. Nous avons 

constaté clairement que le niveau d’amélioration de l’hypoxie et de la perfusion était différent 

d’un schéma à un autre, et quantitativement lié à la dose par fraction. De même, aucune 

modification morphologique du réseau vasculaire pouvant évoquer une hiérarchisation 

artérioveineuse n’a été observée (80). Il est donc notoire que le compartiment vasculaire n’est 

pas responsable à lui seul des modifications d’oxygénation tumorale. Les composantes 

tumorales extravasculaires contribuent par différents aspects à l’apport et à la consommation 

d’oxygène, et sont également impactées par l’irradiation et le schéma de fractionnement. 

2.2. CONTRIBUTION DES COMPARTIMENTS EXTRAVASCULAIRES A L’AMELIORATION 

DU MICROENVIRONNEMENT HYPOXIQUE 

 

2.2.1. Impact de l’irradiation fractionnée sur les composantes extravasculaires de 

l’hypoxie 

L’hypoxie est la résultante d’un déséquilibre plus ou moins important entre l’apport et la 

consommation d’oxygène. Dans les travaux présentés ici, l’impact du fractionnement sur 

l’hypoxie et la perfusion tumorales est différent dans les 2 modèles. Bien que représentant 

tous deux des cancers solides traités de façon courante par radiothérapie hypofractionnée, 

ces modèles présentent des propriétés différentes, telles que leur vitesse de prolifération, leur 

radiosensibilité intrinsèque, leur métabolisme cellulaire, qui modifient l’équilibre apport 

/consommation et sont à l’origine de réponses divergentes à la radiothérapie fractionnée.  

Les cellules tumorales PC3 proliféraient à une vitesse modérée et aboutissaient à la 

création de tumeurs denses mais peu hypoxiques. Leur ratio α/β était relativement faible (2.1), 

les rendant particulièrement sensibles à l’augmentation de dose par fraction. De façon 

concordante, les schémas à forte dose par fraction aboutissaient à une réduction du volume 

tumoral et une reprise de croissance tardive en comparaison au schéma standard, qui 

aboutissait plutôt à une stabilisation du volume tumoral. Dans les tumeurs PC3, l’hypoxie 

sévère mesurée après 2 semaines de radiothérapie était réduite dans une proportion différente 

et proportionnelle à la BED pour chaque schéma de fractionnement. La perfusion, mesurée 

par l’intégration nucléaire du Hoechst 33342, était augmentée de façon proportionnelle à la 

BED. Les tumeurs LLC proliféraient très rapidement, aboutissant à la formation de tumeurs de 

densité hétérogène, présentant une densité microvasculaire élevée mais aussi de larges et 

multiples zones d’hypoxie sévère. Leur ratio α/β était modérément élevé (8.2), témoignant 

d’une capacité de réparation élevée et une sensibilité modérée à l’augmentation de dose par 

fraction. A défaut d’aboutir à une réduction du volume tumoral, les schémas les plus 

hypofractionnés permettaient un ralentissement de la croissance tumorale supérieur au 

schéma standard, le schéma 2 x 12 Gy semblant se détacher légèrement, sans qu’on puisse 

conclure avec certitude du fait de la rapidité d’atteinte du volume critique. Dans les tumeurs 

LLC, l’hypoxie sévère n’était pas modifiée dans le schéma standard, légèrement réduite dans 

les schémas hypofractionnés. Cependant, contrairement au modèle PC3 ou la réduction de 

l’hypoxie persiste 7 jours après 3 x 8 Gy ou 2 x 12 Gy, la durée de l’amélioration est limitée à 

3 jours dans ce modèle. La perfusion de Hoechst 33342 n’était modifiée que dans le schéma 

2 x 12 Gy, où elle était transitoirement augmentée à J3.  
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2.2.2. Impact de l’irradiation fractionnée sur la repopulation, et les contraintes 

physiques  

En maintenant une pression répétée sur la prolifération tumorale, la radiothérapie 

fractionnée a un impact direct sur le stress solide (133). L’augmentation de la dose par fraction 

et la mort simultanée d’un plus grand nombre de cellules induit logiquement une réduction de 

la consommation d’oxygène et de nutriments, proportionnelle à la radiosensibilité immédiate 

du modèle cellulaire. En cohérence avec nos résultats, Kane et al a montré sur des tumeurs 

LLC qu’une radiothérapie normofractionnée de deux semaines permettait d’obtenir un 

ralentissement de la vitesse de croissance sans que la proportion de cellules cyclantes, 

marquées par le Ki67, soit réduite (81). Soit un simple ralentissement du cycle cellulaire, ne 

permettant pas de réduire le stress solide ni l’hypoxie, similairement aux résultats obtenus 

dans notre modèle. D’autres travaux utilisant un modèle sous-cutané de tumeur colique ne 

retrouvent une baisse détectable de la pression interstitielle que pour des doses de 5 Gy ou 

supérieures, avec un effet dose-dépendant (134). A la lumière de ces résultats, la 

radiosensibilité des cellules cancéreuses au sens radiobiologique propre, c'est-à-dire 

impliquant l’arrêt de prolifération définitif, est un facteur déterminant important du stress solide 

et du taux d’hypoxie locale. Le maintien d’une dose par fraction efficace, mais plus encore d’un 

étalement inter-fraction adapté à la vitesse de prolifération, apparaît fondamental pour obtenir 

une réponse durable à la radiothérapie et aux traitements concomitants. 

2.2.3. Impact de l’irradiation fractionnée sur le métabolisme et la mort cellulaire 

tumorale 

Dans notre modèle PC3, il n’y avait pas de réduction mais une stabilisation du volume 

tumoral pour le schéma standard, et une réduction du volume tumoral observable seulement 

à partir de la deuxième semaine d’irradiation, d’autant plus précoce que la dose par fraction 

est élevée. En revanche, la diminution puis reprise de croissance des groupes irradiés à 8 et 

12 Gy par séance semblait approximativement superposable, suggérant un effet « seuil ». 

Dans les modèles de tumeurs pulmonaires, la mort cellulaire n’est observable que pour des 

doses d’irradiation plus élevées. Malgré une prolifération qui reste soutenue après 10 x 2 Gy 

dans des tumeurs LLC, un ralentissement des mitoses marquées par le phophohistone H3 

(H3P) a été décrit. Néanmoins, cet arrêt partiel du cycle cellulaire n’était pas suffisant pour 

induire une réduction de l’hypoxie dans les tumeurs (81). En revanche, pour des doses par 

fraction de 10 Gy ou supérieures, une nette vague de mort cellulaire impliquant des 

mécanismes différents a été décrite. Ainsi, la mort cellulaire par nécroptose, assimilable à une 

nécrose programmée, pouvait doubler l’impact d’une monodose de 10 Gy, et prendre des 

proportions plus importantes encore avec l’accroissement de la dose. L’inhibition de la 

nécroptose par extinction de l’expression de RIP3 rétablissait une radiorésistance cohérente 

avec le modèle linéaire-quadratique (73). Dans notre modèle, lors de la comparaison des 

courbes de survie des différents fractionnements sur le modèle LLC, bien que la vitesse 

d’atteinte du volume limite soit trop rapide pour déceler une différence significative, le schéma 

2 x 12 Gy semblait se détacher des autres schémas hypofractionnés (tendance, p=0.09), 

pouvant être compatible avec cette hypothèse et avec une réduction de l’hypoxie plus 

importante pour ce schéma. 
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2.3. CONTRIBUTION RELATIVE DES COMPOSANTES DU MICROENVIRONNEMENT A 

L’AMELIORATION DE L’HYPOXIE 

Le cancer ne peut être réduit à un amas de cellules transformées indépendantes et 

invasives en dépit du microenvironnement. La radiothérapie et le schéma de fractionnement 

ont des conséquences différentes pour chaque composante tumorale et 

microenvironnementale (cellules tumorales, endothéliales, stromales, matrice 

extracellulaire…), dont la sensibilité au stress oxydant, le métabolisme, la prolifération ou la 

mort cellulaire diffèrent à la fois entre eux et selon les circonstances. Lyng et al ont cherché à 

évaluer et hiérarchiser l’impact sur l’hypoxie de la densité microvasculaire, l’apoptose, la 

mitose, la densité cellulaire de tumeurs du col de l’utérus en cours de radiothérapie 

normofractionnée (schéma standard de 50 Gy, biopsies réalisées sur les patientes après 10 

séances de 2 Gy).  Sur l’ensemble des patientes et des données recueillies, le seul paramètre 

ayant montré un lien significatif avec la réoxygénation tumorale était la réduction de la densité 

cellulaire. Les tumeurs les mieux réoxygénées et de plus faible densité cellulaire avaient en 

revanche un taux de mitose plus important, expliqué par les auteurs par l’absence d’inhibition 

de contact. Dans cette étude, les changements de densité microvasculaire n’ont pas montré 

d’impact sur la réoxygénation, et les auteurs en déduisent que la compression vasculaire et le 

stress solide sont plus influents sur la perfusion que la quantité de vaisseaux (135). Bien que 

bien menée et tout à fait pertinente, ce travail ne prend pas en compte les péricytes et 

l’existence éventuelle d’une normalisation vasculaire, ni les modifications métaboliques, et leur 

part dans la réoxygénation reste à définir. 

2.4. CINETIQUE DE REOXYGENATION 

La mesure de l’hypoxie sévère et de la perfusion était réalisée 3 jours après la dernière 

séance pour les schémas utilisant 2 et 4 Gy par séance, et 7 jours après pour les schémas à 

8 et 12 Gy par séance, afin d’homogénéiser l’étalement et de correspondre à la date de 

réalisation de la séance suivante. Si cette planification n’a pas eu d’impact sur l’interprétation 

des résultats du modèle PC3, elle a soulevé pour le modèle LLC une problématique de 

comparabilité entre les schémas à faible et fort hypofractionnement. Aussi, pour expliquer la 

divergence du taux d’hypoxie après les fortes doses par fraction, l’expérience a été renouvelée 

et le microenvironnement hypoxique des tumeurs LLC analysé au 3ème jour après la dernière 

séance de 12 Gy, similairement aux analyses recueillies pour les schémas de fractionnement 

standard et 6 x 4Gy. L’analyse « cinétique » a montré une amélioration de la perfusion dans 

les 3 jours suivant la dernière séance, mais compensée au 7ème jour (J14) probablement du 

fait de la réélévation rapide du stress solide compressif lié la prolifération tumorale. L’hypoxie 

était stabilisée pendant 3 jours (jusqu’à j9) avant de remonter à J14. Néanmoins, l’amélioration 

franche mais transitoire de la perfusion suggère qu’un délai inter fraction plus court aurait pu 

permettre une stabilisation plus durable de l’hypoxie. 

Les travaux de Lan et al, portant également sur des tumeurs LLC, décrivent après une 

séance unique de 12 Gy un ralentissement de l’augmentation de l’hypoxie d’une durée de 3 

jours, rapidement compensé ensuite. L’administration de cette même dose répétée tous les 7 

jours pendant 3 semaines permet une stabilisation plus durable de l’hypoxie, se maintenant 

jusqu’à 7 jours après la dernière séance (71). La baisse de la densité microvasculaire 

observée environ 48 heures après la réduction de l’hypoxie, est expliquée par les auteurs 
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plutôt comme une baisse de la stimulation angiogénique conséquente à la baisse du niveau 

d’hypoxie, que considérée comme la cause. 

De façon comparable, l’administration quotidienne de 7 à 13 Gy pendant 1 semaine sur un 

modèle de tumeur ORL (FaDu) montrait une amélioration de l’oxygénation tumorale croissante 

avec la dose par fraction. La durée de la réoxygénation obtenue était d’autant plus longue que 

l’amélioration était importante, et était significativement corrélée à une repousse plus tardive 

des tumeurs (86). Les travaux de Yaromina et al, sur 6 lignées tumorales, montrent que les 

lignées présentant les temps de doublement les plus courts bénéficient moins de la 

réoxygénation induite par une l’irradiation normofractionnée, soulignant encore l’importance 

de la densité cellulaire et de la prolifération  tumorale dans la cinétique de réoxygénation 

tumorale (83).  

Crokart et al a réalisé une étude plus fine de la cinétique de réoxygénation, sur un modèle 

de fibrosarcome (FSaII) et un modèle d’hépatocarcinome (TLT). Elle met en évidence une 

réoxygénation en deux étapes. Premièrement, une phase de réoxygénation précoce liée à la 

combinaison d’un phénomène d’inflammation locale augmentant le volume de l’apport 

sanguin, et de l’arrêt du cycle cellulaire lié aux lésions de l’ADN. Cette première phase 

apparaissait 3 à 4 heures après l’irradiation, et la réoxygénation pouvait être maintenue en 

renouvelant l’irradiation avant sa régression. Ensuite, une phase de réoxygénation plus 

tardive, débutant au moins 24 heures après l’irradiation, et plus durable, décrite comme liée à 

la réactivation d’eNOS (64). Des travaux plus récents relatant la mesure en temps réel de 

l’oxygénation de tumeurs LLC par sonde oxymétrique montrent également, après une séance 

unique de 15 Gy, une première vague de réoxygénation atteignant son pic au bout de 6 heures 

puis régressant, suivie d’une seconde vague plus lente et plus tardive s’étalant entre le 2ème et 

le 6ème jour (68). Bien que décrite par ses auteurs comme la conséquence d’une destruction 

vasculaire réversible, cette cinétique semble corroborer avec l’hypothèse de Crokart, d’autant 

que le niveau d’expression du marqueur vasculaire CD31 est décrit comme stable. 

Chez l’homme, la seule étude clinique disposant d’une évaluation cinétique de l’hypoxie en 

cours de radiothérapie hypofractionnée concerne 3 patients traités pour une tumeur 

bronchique non à petite cellules selon un schéma de 3 x 18 Gy (136). L’évaluation par TEP au 

F-misonidazole montre une légère augmentation de l’hypoxie 48 heures après la première 

séance, suivie d’une régression ou une stabilisation après 4 jours variable selon les patients. 

Les faibles effectifs et la méthodologie ne permettent cependant ni de faire le parallèle avec 

les résultats précliniques, ni d’extrapoler à la pratique clinique courante. 

3. PROGRES DANS LA CARACTERISATION DU REMODELAGE VASCULAIRE 

RADIO INDUIT 

 

3.1. Concept de normalisation vasculaire radio-induite 

Les conséquences de la normalisation vasculaire, dans le cadre de son induction par les 

anti angiogéniques, ont été largement décrites ces 15 dernières années. L’amélioration de la 

couverture péricytaire et de la perméabilité vasculaires sont des atouts pour la distribution de 

drogues concomitantes, et les recommandations cliniques actuelles incluent des stratégies de 

normalisation vasculaire chimio-induites dans de nombreux contextes (21). La normalisation 

vasculaire induite par l’irradiation reste peu documentée. 
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Les travaux présentés ici font suite aux travaux précédents de l’équipe, constatant un 

remodelage vasculaire conséquent à la radiothérapie normofractionnée, s’apparentant à la 

normalisation vasculaire. Ces travaux montraient une amélioration de la couverture péricytaire, 

un plus grand nombre de jonctions serrées, ainsi qu’une amélioration de l’hypoxie tumorale 

(sans régression du volume moyen des tumeurs) (80). En parallèle, d’autres équipes ont 

montré une augmentation de la VE-Cadhérine et des intégrines de surface suite à l’irradiation 

de cellules endothéliales in vitro (137,138) ainsi qu’une augmentation de la couverture 

péricytaire après irradiation hypofractionnés dans le modèle LLC in vivo (71). Les rares études 

quantifiant la couverture péricytaire après irradiation en monodose sont quant à elles 

discordantes et hétérogènes dans leurs résultats (72,73). Nous avons ici cherché à explorer 

de façon plus profonde le remodelage vasculaire radio-induit en le confirmant dans le modèle 

LLC et en étudiant l’influence du schéma de fractionnement sur la couverture péricytaire. Nous 

avons pu asseoir le concept de remodelage vasculaire radio-induit en reproduisant 

l’amélioration de la couverture péricytaire sur 3 modèles tumoraux. De plus, nous avons mis 

en évidence que ce remodelage vasculaire était indépendant de la dose par fraction sur une 

large gamme de doses. 

3.2. INTERET THERAPEUTIQUE DU REMODELAGE VASCULAIRE RADIO INDUIT 

Le bénéfice thérapeutique apporté par l’amélioration de la couverture péricytaire n’est pas 

clair. Le développement parallèle de thérapies anti-angiogéniques, pour certaines ciblant 

l’interaction endothélium-péricytes, pour d’autres visant à la renforcer, illustre bien 

l’ambivalence de nos connaissances en la matière. Les agonistes du PDGFRβ et les anti 

VEGFR-2 renforcent l’interaction entre cellules endothéliales et péricytes, limitant la diffusion 

métastatique et la croissance des cancers digestifs. A l’inverse, les antagonistes du PDGFRβ 

et du VEGF/ VEGFR ciblent l’interaction péricyte-endothélium dans le but d’affaiblir les 

vaisseaux et aboutir à l’asphyxie de la tumeur par insuffisance d’apports efficaces, mais 

peuvent aboutir à une accélération de la croissance tumorale dans certaines conditions de 

dose et de contexte mutationnel (139). L’harmonie des interactions entre les différentes 

composantes de la vascularisation, aboutissant à la stabilité des membranes et un apport de 

qualité, paraît comme une fine question d’équilibre.  

Nos résultats montrent cependant dans 2 modèles que la normalisation vasculaire 

s’accompagnait bien d’une amélioration de la distribution et de l’efficacité de la doxorubicine.  

Ces résultats établissent une preuve du concept que le remodelage vasculaire radio-induit 

pourrait être mis à profit dans la délivrance de traitements anticancéreux. L’amélioration de la 

distribution et de l’efficacité de la doxorubicine liposomale concomitante à la radiothérapie a 

déjà été démontrée chez l’homme (140).  Les chimiothérapies sont fréquemment utilisées à 

visée radiosensibilisante mais les doses sont limitées par la toxicité de l’association. Nos 

résultats montrent que la radiothérapie améliore l’efficacité de la chimiothérapie de façon 

prolongée, au moins 3 jours après la fin de l’irradiation. Cela suggère une utilisation de la 

radiothérapie pour améliorer l’efficacité locale de la chimiothérapie en limitant les toxicités 

d’une administration concomitante. Une telle stratégie pourrait être testée même sur des 

tumeurs radiorésistantes, dans le seul but d’améliorer leur chimiosensibilité.  

De plus, nos résultats montrent que l’utilisation d’un anti-angiogénique est compatible avec 

l’irradiation sans augmentation de l’hypoxie. De façon intéressante, une amélioration de 

l’efficacité du sunitinib après radiothérapie a déjà été montrée, sans que sa distribution 
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intratumorale ait été  investiguée (119). De futurs essais cliniques investiguant les propriétés 

chimio sensibilisantes de l’irradiation, utilisant au possible des technologies non invasives 

d’étude du microenvironnement vasculaire, pourraient identifier la chronologie optimale pour 

l’association avec la chimiothérapie. 

3.3. ORIGINE DES PERICYTES TUMORAUX 

Les marqueurs exprimés par les péricytes et leur quantité relative dépendent de 

l’activation et de la maturité des péricytes et peut biaiser leur reconnaissance (10). La 

desmin est une protéine structurelle des péricytes et des muscles lisses, constamment 

exprimée mais peu spécifique. αSMA est une protéine structurelle exprimée uniquement par 

les péricytes activés, plus présents dans le cancer et l’inflammation.  

Bien que non statistiquement significative, nos analyses montrent une tendance à 

l’accroissement de la proportion de péricytes SMA positifs par rapport aux péricytes Desmin-

positifs avec la dose par fraction, pouvant témoigner de phénomènes d’activation plus 

importants avec la dose. L’origine et la signification de ce recrutement péricytaire en cours de 

radiothérapie est intrigant. De plus en plus d’arguments en faveur d’une origine multiple des 

péricytes émergent (141). Dans les tumeurs, les péricytes présents, bien qu’immatures et 

interagissant mal avec l’endothélium, sont des cellules saines et non des cellules tumorales 

transformées (142). L’excès de VEGF-A au sein des tumeurs solides maintient un état 

constant d’activation des péricytes, empêchant leur maturation (143). En revanche, le rôle 

crucial de l’expression du PDGFβ par les cellules endothéliales et de son récepteur par les 

péricytes est consensuel. Dans les tumeurs,  le PDGFβ est majoritairement exprimé par les 

cellules cancéreuses et non par cellules endothéliales : la liaison forte nécessaire entre 

l’endothélium et le péricyte n’est pas suffisamment établie pour obtenir la stabilisation du 

vaisseau (8).  

L’analyse transcriptomique présentée dans ce travail confirme qu’outre les voies de 

régulation du cycle cellulaire comme p53, Wnt ou RAS, les voies concernant l’angiogenèse, 

PDGF, EGF ou l’endothelin sont présentes, confirmant l’importance de la réponse vasculaire 

au sein du microenvironnement. Un autre résultat marquant est la prépondérance des voies 

de réponse immunitaires spécifiques. Interleukines, cytokines, voies d’activation des 

lymphocytes T ou encore FAS sont présents en proportion importante. Les 

microenvironnements immunitaire et vasculaire sont fortement liés par de nombreux 

processus de régulation, d’adhésion, de migration et de chimiotactisme (144). Les 

mécanismes du remodelage vasculaire radio induit restent très peu connus, mais la 

participation du micro-environnement immunitaire au recrutement des péricytes et aux 

remaniements endothéliaux est une hypothèse qui, au vu des résultats précédents, est tout à 

fait vraisemblable. 

3.4. ROLE DES PERICYTES DANS LA NORMALISATION ET LA DISTRIBUTION D’AGENTS 

ANTICANCEREUX 

La nature des péricytes tumoraux n’est pas entièrement superposable à celle des 

péricytes régulateurs de l’angiogenèse physiologique et le concept de « normalisation 

vasculaire » dans ce contexte reste un terme abusif. L’équipe de Kim et al fait état de péricytes 
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dédifférenciés, exprimant PDGFRβ mais n’exprimant pas la desmin, dans des tumeurs 

mammaires. L’absence d’expression de la desmin dans les péricytes tumoraux était associée 

à une mauvaise réponse aux anthracyclines et une plus grande agressivité tumorale (13). A 

l’inverse, en contexte de traitement anti-angiogénique ou, comme dans ces travaux, de 

radiothérapie fractionnée, les péricytes pourraient se différencier et devenir eux-mêmes les 

orchestrateurs et régulateurs de la normalisation vasculaire (145). 

L’hypothèse d’une levée d’hypoxie qui favoriserait la migration des péricytes et leur lien 

avec les cellules endothéliales paraît peu vraisemblable, compte-tenu de la faiblesse de la 

réduction de l’hypoxie dans les tumeurs LLC. La constance du remodelage quel que soit le 

schéma de fractionnement et le modèle tumoral peut faire supposer un mécanisme 

moléculaire radio-induit dès les faibles doses, plus probablement au sein des cellules du 

microenvironnement. Les séquençages transcriptomiques soulèvent plusieurs candidats 

potentiels sans qu’une voie spécifique ne se dégage clairement. 

4. AUTRES MODIFICATIONS RADIO-INDUITES POUVANT INFLUENCER LA 

DISTRIBUTION D’AGENTS ANTICANCEREUX 

Dans les conditions de fractionnement que nous avons étudiées ici, la radiothérapie 

fractionnée allait en faveur de la distribution de doxorubicine. Cet effet est attribuable en 

grande partie à la normalisation vasculaire radio-induite décrite dans le chapitre précédent. 

D’autres modifications d’ordre différent ont lieu lors d’une radiothérapie fractionnée, et peuvent 

également contribuer à l’accès et l’efficacité des traitements. 

De façon intuitive et démontrée, la simple décompression mécanique permet une meilleure 

distribution de la chimiothérapie dans la tumeur, tout comme elle permet de réduire l’hypoxie 

(106). L’équipe de Jain a étudié in silico la participation relative du stress solide et de la 

normalisation vasculaire à la diffusion intratumorale de chimiothérapie. Les simulations 

informatiques ont montré que l’effet de la levée de compression mécanique est limité dans un 

contexte d’hyperperméabilité vasculaire. A l’inverse, la normalisation vasculaire seule ne 

permettait l’amélioration de la distribution de chimiothérapie qu’en l’absence de stress 

compressif (22). La conclusion des auteurs est que la solution optimale est de combiner 

normalisation vasculaire et décompression mécanique, par la combinaison d’agents anti 

angiogéniques et le ciblage de la matrice extracellulaire, par exemple. Nos résultats montrent 

que la radiothérapie hypofractionnée, dans des conditions d’étalement adaptées à la vitesse 

de repopulation tumorale, peut remplir à elle seule ces deux critères. De façon plus poussée, 

des stratégies associant les anti-angiogéniques, dans une chronologie et des doses 

contrôlées, à la radiothérapie, ont été proposées. L’idée est d’abord de profiter de la « fenêtre 

de normalisation » des anti angiogéniques pour optimiser l’efficacité de la radiothérapie dès la 

première séance, par effet oxygène, ce qui permet alors une décompression mécanique rapide 

et d’entretenir la normalisation vasculaire par la radiothérapie fractionnée (93,146). 

Une revue exhaustive récente liste l’ensemble des facteurs tumoraux ayant montré une 

influence sur la distribution d’une drogue (19). Les facteurs relevés étaient la densité 

microvasculaire, la perméabilité des vaisseaux, la pression tissulaire et interstitielle, mais 

également la densité de matrice extracellulaire et l’existence de shunts artérioveineux. La 

plupart de ces facteurs sont modifiés par la radiothérapie. Néanmoins, si l’impact de la 

radiothérapie fractionnée sur la pression tissulaire et interstitielle est clairement favorable, la 
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baisse de la densité microvasculaire induite par les fortes doses par fraction peut aller à 

l’encontre de la distribution de chimiothérapie. De même, l’hyperperméabilité vasculaire 

transitoire peut modifier la distribution d’une drogue administrée dans les quelques heures 

suivant une séance d’irradiation, même si le remodelage vasculaire limite à plus long terme 

l’effet de fuite. De plus, l’inflammation radio-induite serait plutôt favorable à une augmentation 

de la densité de matrice extracellulaire.  

Un critère plus surprenant mis en exergue dans la revue de Dewhirst et Secomb, était 

l’existence de shunt artérioveineux. Pour atteindre l’homéostasie, les vaisseaux normaux 

s’adaptent de façon permanente aux conditions métaboliques et hémodynamiques locales par 

le relâchement ou de la contraction des péricytes, permettant une convexion et une diffusion 

sanguine optimales. Les canaux ioniques et gap junctions entre cellules endothéliales et 

cellules périvasculaires permettent le passage d’information d’amont en aval. Dans les 

tumeurs, l’absence de hiérarchie du réseau vasculaire limite la diffusion de l’information. En 

conséquence, le tonus vasculaire est hétérogène et altère la perfusion comme la distribution 

des traitements systémiques (19). L’impact de la radiothérapie sur les canaux ioniques et la 

hiérarchisation vasculaire est inconnu mais pourrait constituer une nouvelle voie de recherche 

intéressante.     
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Perspectives 
 

1. MODELISATION DE LA REPONSE TUMORALE A LA RADIOTHERAPIE 

HYPOFRACTIONNEE 
 

Modélisations in silico de la réponse à l’irradiation 

La modélisation informatique de la réponse tumorale à l’irradiation est un outil 

particulièrement prometteur, dans la mesure où il offre la possibilité de s’affranchir (en partie) 

d’expérimentations in vitro et in vivo, et d’anticiper certaines difficultés cliniques et matérielles.  

Le développement de modèles de réponse à différents schémas de fractionnement, dose et 

étalement fait l’objet de nombreux travaux. A terme, le but des modèles informatiques est de 

prédire la réponse au traitement à partir des paramètres particuliers de chaque tumeur et de 

chaque patient pour déterminer et adapter les meilleures options thérapeutiques, et en 

l’occurrence le meilleur schéma de fractionnement de l’irradiation.   

Comme nous l’avons vu, le modèle linéaire quadratique est jusqu’ici l’un des meilleurs et 

des plus pratiques pour simuler la mort radio-induite des cellules tumorales. Il n’est néanmoins 

pas suffisant seul : la prise en compte du microenvironnement tumoral est nécessaire, celui-ci 

ayant des conséquences directes sur la radiosensibilité tumorale. 

Plusieurs modèles prenant en compte l’hypoxie tumorale se développent. La plupart 

extrapolent l’hypoxie à partir d’une densité microvasculaire théorique (147). D’autres modèles 

récents prennent même la repopulation en compte, qui peut être accélérée en cas de 

réoxygénation (148). Néanmoins, la prise en compte du stress solide, de la résistance des 

parois vasculaires à la compression, de l’existence ou non d’une couverture péricytaire et d’un 

remodelage vasculaire radio-induit, reste un enjeu pour les années à venir. Une meilleure 

connaissance de l’évolution dynamique des différents paramètres microenvironnementaux en 

cours d’irradiation fractionnée permettrait d’améliorer la précision et la justesse des modèles 

existants. 

Etude non invasive du microenvironnement vasculaire et hypoxique 

Les données obtenues par l’échographie de contraste ne se sont pas montrées 

concordantes avec les données histologiques. Plusieurs méthodes de détection de l’hypoxie 

et de la perfusion tumorale sont en cours d’évaluation préclinique et clinique, dont la principale 

limite reste la faible résolution spatiale (149). Un projet issu de ce travail serait de déterminer 

la meilleure méthode non invasive pour évaluer la présence de vaisseaux et leur qualité, la 

perfusion et l’hypoxie tumorales en cours d’irradiation. 

Les pistes les plus avancées sont l’IRM fonctionnelle de contraste ou de diffusion, certains 

agents de contraste ou encore la TEP au F-misonidazole, mais elles doivent encore être 

améliorées avant d’être utilisées en routine clinique (150–155). L’analyse de texture des 

images scanner pourrait être une solution plus aisée, permettant l’exploitation des images de 
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repositionnement réalisées en cours de radiothérapie, mais là aussi la résolution spatiale est 

un facteur limitant (156,157).  

2. ROLE DES PERICYTES DANS LA REPONSE A L’IRRADIATION 

Le remodelage vasculaire radio-induit a été bien défini dans nos travaux mais le rôle des 

péricytes dans la réduction de l’hypoxie reste mal défini. Leurs voies de recrutement sont 

toujours des hypothèses. Nos résultats montrant un remodelage vasculaire indépendant de la 

dose par fraction n’expliquant pas à eux seuls la réduction dose-dépendante de l’hypoxie.  

Les travaux de l’équipe de LeBleu et Cooke étudient l’impact de la déplétion péricytaire sur 

la progression tumorale et la diffusion métastatique. Leurs résultats ont montré que la déplétion 

péricytaire par invalidation du PDGFRβ majorait l’hypoxie tumorale (15). 

Pour les travaux à venir, les questions suivantes se posent : 

- Par quelle voie le recrutement des péricytes a-t-il lieu lors du remodelage vasculaire 

radio-induit ? L’invalidation du PDGFRβ aurait-elle un impact sur le remodelage 

vasculaire radio-induit ? 

- Dans quelle mesure les péricytes participent-ils à la réoxygénation tumorale lors de 

l’irradiation fractionnée ? 

Dans le but de répondre à ces questions, l’utilisation de souris PDGFRβ-invalidées est 

envisagée, dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire du Dr LeBleu.(Harvard 

Medical School, Boston, USA). Leur modèle animal est particulièrement intéressant dans cette 

optique : ces souris BALB/c transgéniques expriment la thymidine kinase d’Herpes Simplex 1 

sous le contrôle du promoteur du PDGFRβ. Ainsi, l’administration aux souris de ganciclovir 

(antiviral, per os) permet de détruire spécifiquement les cellules exprimant la thymidine kinase, 

donc le PDGFRβ. Ainsi, l’invalidation inductible et contrôlée des péricytes permettra d’évaluer 

leur impact sur la réponse à l’irradiation, l’hypoxie et la perfusion tumorales dans différentes 

conditions de temps. 

3. INFLUENCE DU REMODELAGE VASCULAIRE RADIO-INDUIT SUR L’INFILTRAT 

IMMUNITAIRE 

Les immunothérapies sont des traitements anticancéreux qui ont pour but de générer ou 

stimuler une immunité spécifique antitumorale. Leur efficacité sur la survie est globalement 

modeste mais elles ont pour avantage de favoriser des réponses prolongées chez une petite 

partie des patients (158–160). 

L’infiltrat immunitaire tumoral, en particulier la présence de lymphocytes T CD8 effecteurs,  

est un facteur pronostic crucial dans la réponse à l’immunothérapie (62). Au cours de leur 

progression, les cellules tumorales installent un microenvironnement immunomodulateur, voir 

immunosuppresseur, par la sécrétion de cytokines régulatrices de l’infiltrat lymphocytaire et 

d’inhibiteurs des lymphocytes T spécifiques, limitant ainsi la réaction immunitaire spontanée 

contre les antigènes tumoraux (161). L’irradiation a de nombreux effets sur l’infiltrat 
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immunitaire tumoral, tant immunomodulateurs qu’immunostimulateurs, qui entrent en 

compétition. La radiothérapie associée à l’immunothérapie permet de donner l’avantage aux 

effets immunostimulateurs de la radiothérapie et de stimuler la réponse spécifique aux 

antigènes tumoraux, pouvant parfois donner des réponses spectaculaires (162). 

Le fractionnement de la radiothérapie a un impact considérable sur l’infiltrat lymphocytaire 

tumoral et la réponse à l’immunothérapie. Dewan et al a montré que le schéma le plus 

favorable à un infiltrat cytotoxique efficace était de 8 Gy par séance dans un modèle de tumeur 

mammaire. Au-delà de 10 Gy, l’avantage semble décroitre. Pour les schémas de 

fractionnement standard, les modifications de l’infiltrat immunitaire semblent majoritairement 

négligeables, mais certaines études relatent des remaniements macrophagiques aux 

conséquences importantes dès 2 Gy (65). 

Les vaisseaux sont des acteurs importants pour la transmigration des cellules immunitaires 

dans les tumeurs (144) et pour l’acheminement des immunothérapies, comme des autres 

traitements systémiques, vers la tumeur. Il a été montré que la normalisation vasculaire induite 

par les anti-angiogéniques pouvait augmenter l’infiltrat de lymphocytes T effecteurs et limiter 

le recrutement tumoral de cellules immunorégulatrices, permettant d’améliorer l’efficacité des 

immunothérapies anticancéreuses (44). Un objectif de recherche à venir est de déterminer 

l’impact du remodelage vasculaire sur la distribution et l’efficacité des immunothérapies, et de 

comprendre l’influence des modifications hypoxiques qui peuvent être induites par différents 

fractionnements sur l’infiltrat immunitaire. 
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Conclusion générale 
  

Ce travail de thèse avait pour but d’étudier l’influence de la radiothérapie fractionnée 

sur le microenvironnement vasculaire tumoral, en se focalisant d’une part sur les vaisseaux à 

proprement parler, leur morphologie et leur capacité à délivrer un traitement systémique, 

d’autre part sur les aspects plus composites que sont l’hypoxie et la perfusion sanguines.  

Si le remodelage vasculaire radio-induit avait déjà été décrit dans différentes études 

de radiothérapie fractionnée, ce travail apporte une information claire et nouvelle sur son 

caractère indépendant de la dose par fraction, reproductible dans 2 modèles 

fondamentalement différents. Cette connaissance est utile et profitable notamment pour la 

compréhension et la planification de schémas thérapeutiques combinant radiothérapie et 

traitements systémiques, en particulier à l’époque actuelle où les thérapies ciblées se 

combinent et se multiplient, et où les schémas d’irradiation normo et hypofractionnés se 

côtoient et se substituent au quotidien. 

Par ailleurs, suite à la description répétée d’une vague d’apoptose endothéliale après 

irradiation à dose élevée, nous avions émis l’hypothèse d’un seuil de dose par fraction situé 

entre 7 et 11 Gy, à partir duquel nous verrions une augmentation de l’hypoxie au sein des 

tumeurs. Nous n’avons pas constaté ce seuil. Au contraire, les fortes doses par fractions 

étaient associées à une réduction de l’hypoxie plus importante que pour les plus faibles doses. 

Dans les doses testées, la réponse tumorale compensait la baisse transitoire de densité 

microvasculaire. Une réduction plus importante de la densité microvasculaire pourrait tout de 

même aboutir à une augmentation de l’hypoxie et il n’est pas exclu que l’hypothétique seuil de 

dose soit simplement plus élevé que nous ne l’avions prévu en fonction des modèles tumoraux. 

Ce résultat inattendu nous a néanmoins permis de constater que la part du 

compartiment tumoral dans la genèse de l’hypoxie était au moins aussi importante que la part 

vasculaire. Dans un contexte de stéréotaxie et de technologies de pointe, la question de 

l’étalement et de la repopulation cellulaire doit rester au cœur de nos préoccupations pour une 

lutte anticancéreuse efficace.  

En termes de prédictibilité de la réponse tumorale et des tissus sains, le modèle 

linéaire-quadratique reste jusqu’ici le plus applicable en pratique quotidienne. L’application 

d’un quotient / pour la tumeur et pour chaque organe sain est acceptable et permet 

grossièrement d’anticiper ou d’expliquer les conséquences des schémas de radiothérapie 

normo et hypofractionnés jusqu’à 7 à 8 Gy par fraction, ce qui reste l’essentiel de l’activité 

courante. Néanmoins, il sera utile de garder en tête que la réalité est moins simpliste et qu’au 

sein même de chaque tumeur, les cellules tumorales et les différents éléments du 

microenvironnement (vasculaire ou autre) sont interdépendants, et ont eux-mêmes une 

radiosensibilité différente. A chaque fraction d’irradiation, la modulation de l’un ou l’autre 

aboutit à une cascade de conséquences dynamiques qui définiront la réponse à la fraction 

suivante selon la durée de l’étalement inter fraction. En l’état, nos connaissances biologiques 

et la puissance de nos calculs et réflexions ne permettent pas d’inclure et anticiper chaque 

paramètre. Dans notre lutte quotidienne contre le cancer, il est indispensable, pour continuer 

de progresser, de reconnaître humblement nos limites pour mieux les repousser. 
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Summary 

This work aimed at determining the impact of fractionated radiotherapy on tumor vascular 
microenvironment, comparing conventional and hypofractionated schedules in two mouse tumor 
models. Fractionated RT enhanced vascular phenotype independently of the dose per fraction, 
increasing pericyte coverage without modifying microvascular density. In addition, tumor hypoxia and 
blood perfusion were influenced in a dose per fraction and time-dependent manner. 

Abstract 

Purpose: The tumor vasculature is crucial to the response to cancer treatments, acting as an interface 
between blood and tumor and regulating tumor oxygenation. While conventional fractionated 
radiotherapy (CFRT, 2Gy/day) has been shown to improve vasculature phenotype and functionality, 
high single doses have been shown to induce endothelial cell death. The impact of the repeated high 
doses used in hypofractionated RT (HFRT) on the tumor vascular microenvironment has not been 
clearly defined. Here, the consequences of various fractionation regimes on tumor vasculature 
phenotype, blood perfusion and hypoxia were investigated. 
Material and Methods:  The response of the vasculature to RT was assessed in the highly proliferative 
LLC lung cancer and the moderately proliferative PC3 prostate cancer models. Subcutaneous tumors 
induced in mice received 20 to 24Gy over 2 weeks. The effects of fractionation regimes employing 2Gy, 
4Gy, 8Gy or 12Gy fractions on tumor growth, microvascular density, pericyte coverage, tumour 
hypoxia and blood perfusion were compared. 
Results: The α/β ratios were 8.2 (LLC) and 2.1 (PC3). HFRT obtained a longer growth delay than CFRT 
in both models, but no significant difference was observed between the different HFRT schedules 
despite the different biological equivalent doses (BED). RT substantially increased vascular pericyte 
coverage regardless of the fractionation schedule. Tumor hypoxia decreased in a BED-dependant 
manner, while blood perfusion was enhanced at larger fractions. In the rapidly-repopulating LLC 
model, hypoxia, perfusion and microvascular density changes returned to baseline in the days 
following RT whereas the changes were more stable in the PC3 model. 
Conclusion: RT induced phenotypical BED-independent changes and functional BED-dependent 
changes in the tumor vasculature. Tumor response to HFRT did only partially correspond with the 
linear-quadratic expectations. Taking the vascular microenvironment into account in dose-response 
predictive models could help to better define response to HFRT.  
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Introduction 

Radiotherapy (RT) is mainly delivered in daily fractions of 2 Gy in order to allow healthy tissues to 
recover. Today’s linear accelerators achieve higher precision and greater dose gradient, making 
hypofractionated RT (HFRT) possible (1). The attendant savings of time and travel benefit both patients 
and healthcare institutions. However, our knowledge of the biological effects of repeated high doses 
is limited and requires further study. 

As well as the nature of the cancer cells themselves, the tumor microenvironment influences its the 
response to treatment, and the tumor vasculature plays a significant role  in this (2). Fundamental 
parameters such as blood supply, oxygen level, immune response, tumor cell metabolism and cellular 
migration directly rely upon vasculature. As tumor vasculature is essentially composed of normal 
endothelial cells subjected to tumor excessive signals (3), tumor vessels are disorganized, poor 
pericyte-coated, undergo low pressure, and globally few efficient (4).  

Strategies to restore the function of tumor vasculature have been proposed. In certain conditions, anti-
angiogenic drugs have been shown to normalize vasculature, improving pericyte coverage, basal 
lamina continuity, and vascular permeability (4). In a similar pattern, low-dose fractionated RT is able 
to resume the normalization of tumor vasculature (5–7). Enhancement of pericyte coverage and blood 
perfusion, and hypoxia reduction without microvascular density (MVD) changes have been reported 
following CFRT (8).  

The vascular consequences of HFRT are not so clearly understood. In contrast to CFRT, which does not 
systematically lead to MVD reduction even after high cumulated doses (8–10), single high doses have 
been shown to lead to a significant reduction in MVD (11–15) and even massive endothelial cell death 
(16, 17). A corresponding increase in hypoxia has sometimes been described (13, 18–20). There have 
been efforts to model a dose-response pattern, but the published studies are heterogenous, and 
remain inconclusive for high doses per fraction. It is possible that the tumor vasculature may respond 
differently to HFRT beyond a certain dose threshold. 

The most commonly used mathematical model to extrapolate RT response and calculate biological 
equivalent doses (BED) is the linear quadratic model. It is derived from clonogenic assays on cell 
cultures and takes into account neither the close proximity of several cell types, nor the effect of the 
dose repetition (21). Furthermore, the radiosensitivity of the tumor vasculature is differs from both 
that of tumor cells and of normal vessels (22). 

We therefore resolved to construct such a “dose scale” in vivo, with the aim of assessing the effects 
of different RT schedules on vascular microenvironment, with a particular emphasis on vascular 
phenotype, hypoxia, and blood perfusion using two tumor models. 

Materials and methods 

Mice and cell lines 

As the tumor compartment may influence vascular microenvironment, we used two tumor models 
with different characteristics. The PC3 model is derived from a human prostate adenocarcinoma cell 
line, and has a moderate growth rate. The LLC model is derived from a mouse lung carcinoma cell line 
and has a fast growth rate. 

PC3-Luc cells (Caliper Life Sciences, Villepinte, France) were cultivated in RPMI medium in standard 
conditions. Allogenic tumors were induced in 6 to 8 weeks old male NMRI nude mice (Janvier, Saint 



138 
 

Berthevin, France) by subcutaneous injection of 2x106 cells in 50 µL of medium without FBS, 21 days 
before RT.  

LLC cells were cultivated in DMEM medium in standard conditions. Syngenic tumors were induced 
in 6 to 8 weeks old female C57bl/6 mice (Janvier, Saint Berthevin, France) by subcutaneous injection 
of 106 cells in 50µl of medium without FBS, 10 days before RT.  

Each group was composed of 30 to 50 mice (7 to 10 per fractionation schedule) and each 
experiment was repeated twice to assess reproducibility. Palpable tumors were measured with a 
caliper. Tumor volume was estimated with 0.5xaxb2 formula (23). Tumors were excised 14 days after 
the first dose of RT. For the growth tumor assay, the limit volume was 2000 mm3. 

All animal experiments were carried out in accordance with the European Council Directive 
2010/63/UE and approved by the local Animal Care and Use Committee (Comité d’Ethique en 
Expérimentation Animale des Pays-de-la Loire, C2EA-06), under protocols APAFIS 529, APAFIS 2336. 
For intravenous injection, animals were anesthetized with 4% isoflurane. Sacrifice was done by cervical 
dislocation. Mice were systematically sacrificed if they showed signs of suffering or if tumor volume 
reached 2000 mm3. 

Clonogenic survival assays 

Clonogenic assays were performed as described previously (24). The basal clonogenic rate of PC3 
and LLC was 50–60%. Cells were seeded 12 hours before irradiation. After 2 weeks, cells were stained 
with 0.5% crystal violet and colonies were counted using ImageJ (National Institue of Health, USA).  

Radiotherapy 

Mouse irradiation was performed using a CP-160 X-ray irradiator (Faxitron, Lincolnshire, IL) with 
an accelerating voltage of 160 kV and a dose rate of 1.3 Gy/min. Mice were immobilized during RT in 
custom-made contention plastic tubes, with a special aperture for the back left leg. RT was centered 
on the back left leg and the body and head of the mice were covered by lead shields designed to 
minimize irradiation to normal tissues. For the clonogenic assays, cells were irradiated with a Xrad-iR-
225 irradiator (Precision X-ray, North Branford, CT) with an accelerating voltage of 225 kV and a dose 
rate of 1.78 Gy/min. 

In vivo hypoxia and perfusion  

Hypoxia and perfusion were determined using specific markers that were administered in saline 
buffer. For hypoxia, 100µl of 70 mg/ml pimonidazole (Hypoxyprobe, Burlington, USA) was injected 
intraperitoneally 90 minutes before sacrifice. For blood perfusion, 100µl of 5 mg/ml Hoechst 33342 
(Life Technologies, Saint Aubin, France) was injected intravenously 4 minutes before tissue collection. 

Immunohistochemistry 

MVD, pericyte coverage, hypoxia and blood perfusion were assessed by immunohistochemical 
stainings. Tumor was excised immediately after sacrifice and frozen in OCT medium. All stainings were 
realized on 5 micrometer frozen slices, fixed with 4% paraformaldehyde-PBS solution and 
permeabilized with 0.05% Triton-X100. Immunohistochemistry was performed using standard staining 
and washing procedures(8). 

The following primary antibodies were used: rat anti-mouse CD31 (BD Biosciences), Cy3-
conjugated mouse anti-αSMA (Sigma), rabbit anti-mouse desmin (Zymed), FITC-conjugated anti-
pimonidazole (Hypoxyprobe, Burlington, USA). The secondary antibodies were: Alexa647-conjugated 

https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/medicine-and-dentistry/crystal-violet
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goat anti-rabbit, Alexa488-conjugated goat anti-rat (Life Technologies). Slides were mounted in Prolong 
Gold with DAPI (Life Technologies) except for the perfusion assay with Hoechst 33342. Slides were 
observed using a Nanozoomer HT slide scanner at 20x or 40x resolution.  

Image analysis 

Each tumor slice was converted under identical recording and contrast conditions to a 16-bit TIFF 
file. Analysis were performed using Fiji software (NIH, USA) and automated for each range to record 
reproducible data, as previously described (8). A pericyte coverage index was obtained measuring the 
αSMA and Desmin positive area in a 2 micron perimeter around the CD31-positive area. 

Statistics 

Survival analyses were done by Kaplan-Meier method. Group comparisons were performed by 
ANOVA, or with Kruskal-Wallis test when Barlett’s test for standard deviation was significant. Linear 
regression were done using minimizing sum-of-square method. Statistics calculations were realized 
with GraphPad Prism5 software (La Jolla, California, USA). Differences were considered significant 
when p ≤ 0.05. 

Results 

Effect of fractionation on tumor growth  

The radiosensitivity of each tumor model was investigated in vitro and in vivo. PC3 cells showed 
greater radiosensitivity than LLC cells, and the calculated α/β ratios were respectively 2.1 and 8.2 (fig 
1A). For the in vivo experiments, dose schedules were chosen in a progressive scale from standard to 
high dose per fraction, as much as 12Gy per fraction, with the aim of encompassing a possible dose 
threshold beyond which vascular response may be different. Similar physical total doses were used to 
avoid the biases of the LQ model in the high doses per fraction. The timing was designed to be clinically 
relevant (fig 1B): 10 x 2 Gy (standard), 6 x 4 Gy, 3 x 8 Gy and 2 x 12 Gy delivered on 2 weeks. The 
estimated BED are shown in the table 1. 

To compare the anti-tumor effect of the different schedules, the time to achieve a 2000 mm3 
volume was recorded for each mouse, and survival curves obtained. Average start volume was 167 
mm3. The Kaplan-Meier diagrams are represented in the figures 1C-D. RT significantly impaired tumor 
growth in all fractionation schedules. In both models, HFRT delayed growth for longer than CFRT, but 
no significant differences were observed between the HFRT schedules even though they had different 
BED. In the PC3 model, HFRT schedules reduced tumor volume. The median survival in the HFRT groups 
was 63, 60 and 64 days versus 42 days in the 10x2Gy group and 20 days in the control group. In the 
faster-growing LLC model, there was no reduction of tumor volume but growth was slowed.Median 
growth delays were between 16 and 17 days in the RT groups versus 13 days in the control group.  

Effect of fractionation on microvascular density 

MVD was measured after 2 weeks of each RT schedule, on the theoretical time of the next RT 
fraction. MVD varied from 59 to 135 microvessels/mm2 in the PC3 and LLC tumors, and was not 
significantly changed compared to control regardless of the fractionation schedule (figure 2A-C).  MVD 
kinetics following the 2x12Gy schedule was then assessed: a transitory reduction was observed in the 
early 3 days following RT before a return to base level (p=0.006) (fig 2D-E). 

RT increases pericyte coverage independently of the fractionation schedule 
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Standard RT has been shown to increase pericyte coverage. To investigate wether this change may  

depend on the fractionation schedule, we measured perivascular coverage using SMA and desmin 

stainings (25)(fig 3A). Concordantly, both the SMA and desmin indinces showed similar evolution. 
Non-irradiated tumor vessels were poorely covered by pericytes. After RT, the pericyte coverage index 
was significantly increased, by up to 2.81 times in the PC3 model (fig 3B) and up to 8.24 times in the 
LLC model (fig 3C). The improvement in pericyte coverage was similar in all fractionation schedules in 
each model. 

RT reduces tumor hypoxia and enhances perfusion in a BED and time-dependent 
manner  

Severe hypoxia and blood perfusion were studied in the tumors, assessed by pimonidazole and 
Hoechst 33342 distribution (fig 4A-B).  

In the non-irradiated PC3 tumors, the mean hypoxic surface was 9%. Hypoxic surface was reduced 
after all RT schedules. Hypoxia reduction was approximately BED-dependant, with a 64% and 57% 
hypoxic surface reduction in the standard and 6x4Gy arms and a 74% and 85% hypoxic surface 
reduction in the 3x8Gy and 2x12Gy arms (p>0,0001)(fig 4C). 

 LLC tumors were much more hypoxic than PC3 tumors:  the pimonidazole-positive area was 29% 
in the non-irradiated tumors. Hypoxia reduction in the LLC tumors was heterogeneous, with a 21% 
reduction in the standard arm (NS) and a 38% reduction in the 6x4Gy arm compared to control 
(p=0.03)(fig 4D). Unlike the PC3 model, there was no hypoxia reduction in the most hypofractionated 
arms. 

Because the LLC tumors are fast-growing, the hypothesis that cell repopulation could compensate 
the hypoxia reduction in the larger inter-fraction times was considered. Hypoxia measurements from 
1 to 7 days following 2x12Gy are represented in the fig 4E. Hypoxia was constant up to 72 hours after 
the last RT dose, followed by a heterogeneous non-significant increase. 

The study of hypoxia was complemented by consideration of blood perfusion, as represented by 
measurement of the Hoechst33342-perfused surface. In the PC3 model, perfused surface was 
increased from 28% to 218% following the BED (p>0.0001) (fig 4F). In the LLC model, perfused surface 
was not significantly increased compared to control in any of the arms (fig 4G). Perfusion kinetics was 
then assessed following 2x12Gy. Hoechst distribution showed a transitory increase up to 72 hours 
before returning to the baseline at day 15 (p=0.04)(fig 4H).  

Discussion 

This work aimed at defining the influence of RT on tumor vascular microenvironment, focusing on 
the link between fractionation schedule and phenotypical and functional vascular parameters. We 
found that vasculature phenotypical changes were not affected by the dose per fraction, but hypoxia 
and perfusion underwent BED-dependent changes. Moreover, the duration and depth of the 
oxygenation changes seemed to be linked to the repopulation capacity of the tumor cells. 

BED and RT efficacy were not as strongly related as traditional radiobiology principles might 
suggest. Though HFRT was generally more effective than standard fractionation, all HFRT schedules 
achieved similar tumor reductions in the PC3 model. In the LLC model, a difference emerged rather 
between a “high HFRT” groups including 8 and 12 Gy / fraction and a “low HFRT and standard” group. 
The inapplicability of the linear quadratic model for large doses per fraction has been repeatedly 
demonstrated (14, 26, 27), and such results again highlights the need of predictive models for HFRT 
(28). In the particularly resistant LLC cell line, tumor cell death seems to occur only above 8Gy, which 



141 
 

may engage different cell death mechanisms. As an illustration, necroptosis have been shown to 
exceed apoptosis and mitotic catastrophe above 10 Gy in lung tumors (29).  

The tumor oxygen level is the complex resultant of the balance between oxygen consumption and 
supply. Here the noticeable BED-related hypoxia and perfusion changes, despite a stable vascular 
phenotype, suggests that RT dose influences tumor parameters that affect oxygen consumption (30). 
Hypoxia reduction is not consistently proportional to perfusion enhancement, which implies that other 
parameters than tumor cell metabolism may affect the level of tumor hypoxia (31). In particular, the 
decrease in tumor cell density may facilitate blood perfusion. Indeed, physical strengths are often 
neglected but may play a major role for the access of oxygen and blood nutrients to cells (32, 33). In 
tumors, the vascular pressure is low and the cell and matrix density are high. The depth and duration 
of oxygenation enhancement observed in this study, low in the fast-growing, radioresistant LLC model 
and greater in the slow-growing, sensitive PC3 model, supports the possible importance of inner 
tension in addition to the reduced oxygen consumption of the senescent or unproliferative cells (34). 
Shortening the period between fractions for fast proliferating tumors might achieve efficient vascular 
remodeling that limits tumor hypoxia. 

Contrary to an intuitive hypothesis, the observed MVD remained stable even after repeated high 
doses such as 2x12Gy. However, massive endothelial cell death occurring soon after RT has been 
reported (16) and  the death of mural cells may be compensated by angiogenesis or senescence-
induced vasculogenesis (5). As a supplemental contributor to vascular stability, the radio-induced 
restoration of vascular pericyte coverage may act as a mechanical reinforcement against external 
compressions and participate to perfusion enhancement (35). Pericyte coverage has consistently been 
shown to be partly restored after fractionated RT (5, 8, 12, 15), though the reports of changes to 
pericyte coverage following single dose RT are heterogeneous (9, 12, 29). However, whether there is 
a quantitative relationship between fractionated RT dose and perivascular coverage had not been 
investigated. In both our models, pericyte coverage was increased independently of the fractionation 
regimen. The role and the mechanism of recruitment of pericytes in cancer biology are incompletely 
defined. As a physiological part of the vascular compartment, pericytes are implicated in blood flow 
and blood-tissue barrier regulation in normal tissue. Then, the improvement of perivascular coverage 
by RT could participate to vascular soundness even after high RT doses and improve delivery of 
immune system and systemic therapies (25, 36, 37), offering an alternative to the vascular 
normalization induced by anti-angiogenic drugs (38, 39). Moreover, the reinforcement of pericyte 
vessel stabilization has been shown to have a positive impact on survival and response to other 
systemic treatments (40–42) 

In conclusion, this study reveals that RT modifies tumor vascular microenvironment playing on 
different BED-dependent and BED-independent entangled mechanisms. There is a necessity to 
upgrade the dose-response predictive models to take vascular microenvironment into consideration 
and better define and improve tumor response to RT.  
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Figure captions 

 

Figure 1. Response to RT in the two experimental models  
In vitro clonogenic assays after single-dose irradiation for the PC3 and the LLC cells.  
Experimental calendar and schedules.  
and D.  Kaplan-Meier survival curves of the subcutaneous tumors. The animal was counted as 

dead when the tumor volume reached 2000mm3 or when presenting signs of suffering.  C is the PC3 
tumor model and D is the LLC tumor model  

 
Figure 2. Tumor vasculature phenotype: microvascular density  
Immunohistological pictures of tumor vessels at day 15, in the different RT schedules. 

Microvessels are represented by endothelial cells (CD31, green). 
 and C.    Microvascular density count on the PC3 (B) and LLC (C) tumors at day 15 after each RT 

schedule. The control arm was also obtained on day 15.  
 and E.    Immunohistological assessment of microvascular density kinetics after 2x12Gy in the 

LLC model. Tumors were excised at day 9, 11, 15 corresponding to 1,3 and 7 days after the last RT 
dose. The control tumors were excised at day 9. 

 
Figure 3. Tumor vasculature phenotype: pericyte coverage  
 Immunohistological images of the subcutaneous tumor microvessels and pericyte coverage at 

day 15 after the different RT schedules. The green staining is CD31 (endothelium). The red staining is 
α-Smooth-Muscle Actin (αSMA, pericytes). The white staining is Desmin (pericytes). 

B.  and C.  Tumor vascular pericyte coverage indexes for PC3 (B) and LLC (C) tumors at day 15, 
showing the area of αSMA and desmin staining surrounding vessels. The pericyte coverage index was 
compared separately for αSMA and for desmin. In both cases, a significant difference was found 
between the control group and each RT group. There was no significant difference between the RT 
groups. 

 
Figure 4. Hypoxia and perfusion  
Immunohistological images of tumor vessels at day 15, after the different RT schedules. Red is 

CD31 staining (endothelium), green is pimonidazole staining (severe hypoxic zones) and blue is 
Hoechst 33342 staining (well perfused nuclei). 

Immunohistological assessment of hypoxia and perfusion kinetics after 2x12Gy in the LLC model. 
Tumors were excised at day 9, 11, 15 corresponding to 1, 3 and 7 days after the last dose of RT. The 
control tumors were excised at day 9.  

C. and D.   Severely hypoxic areas in the PC3 (C) and LLC (D) tumors at day 15 after the different 
RT schedules. The hypoxia index is represented by the pimonidazole-positive surface to total surface 
ratio. A linear regression curve plotting hypoxia index with BED as the dependent variable is 
represented in grey. 

E.    Hypoxia kinetics after 2x12Gy in the LLC model. Tumors were excised at day 9, 11, 15 
corresponding to 1,3 and 7 days after the last RT dose. The control tumors were excised at day 9.  

F. and G.   Well-perfused area in the PC3 (C) and LLC (D) tumors at day 15 after the different RT 
schedules. The perfusion index is represented by the Hoechst 33342-positive surface to total surface 
ratio. A linear regression curve plotting hypoxia index with the BED as the dependent variable is 
represented in grey. 

H.    Perfusion kinetics after 2x12Gy in the LLC model. Tumors were excised at day 9, 11, 15 
corresponding to 1, 3 and 7 days after the last RT dose. The control tumors were excised at day 9. 
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Abstract 
 
 The tumor microenvironment regulates cancer initiation, progression and response to 
treatment. In particular, the immature tumor vasculature may impede drugs from reaching tumor cells 
at a lethal concentration. We and others have shown that radiation therapy (RT) induces pericyte 
recruitment, resembling vascular normalization. Here, we asked whether radiation-induced vascular 
remodeling translates into improved tissue distribution and efficacy of chemotherapy. 
 First, RT induced vascular remodeling, accompanied by decreased hypoxia and/or increased 
Hoechst perfusion in prostate PC3 and LNCaP and Lewis Lung Carcinoma. These results were 
independent of the RT regimen, respectively 10 x 2 Gy and 2 x 12 Gy, suggesting a common effect. 
Next, using doxorubicin as a fluorescent reporter, we observed that RT improves intra-tumoral 
chemotherapy distribution. These effects were not hindered by anti-angiogenic sunitinib. Moreover, 
sub-optimal doses of doxorubicin had almost no effect alone, but significantly delayed tumor growth 
after RT.  
 These data demonstrate that RT favors the efficacy of chemotherapy by improving tissue 
distribution, and could be an alternative chemosensitizing strategy. 
 
 

1. Introduction 
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 Even in the current era of targeted therapies, the limited distribution of drugs remains a 
challenge [13]. This is due in part to the abnormal tumor vasculature, which has developed as a 
function of anarchic tumor expansion. The resulting network is tortuous, over-branched, variable in 
diameter and abnormally permeable [19, 35]. All these factors contribute to reducing blood flow and 
consequently, the transport of therapeutic compounds. Independently, tumor cell density creates a 
compressive environment that blunts the endothelial lumen and limits extravasation of molecules 
because of high interstitial pressure [33]. Beyond drug distribution, the abnormal vasculature 
generates hypoxia and acidosis, leading to metabolism switch and the emergence of therapeutic 
resistances [5].  
 Hence, there is considerable need for a strategy to improve vascular function. The current 
literature places emphasis on vascular normalization [24], rather than on anti-angiogenic agents that 
can have limited efficacy [16, 25]. Moreover, destructing angiogenesis or altering vascular maturation 
could favor metastasis [10, 15, 27, 37]. Consequently, many drugs have been explored for their 
vascular normalizing potency [1, 19, 23].  
 
 To be sound from a clinical standpoint, such strategies should be as close as possible to existing 
practice. External radiotherapy (RT) is a standard treatment for about half of cancer patients, either 
alone or in combination with surgery and/or chemotherapy [4]. In general, RT is given as a fractionated 
regimen of about 2 Gy/day over a course of several weeks, to achieve a total dose of 40-80 Gy 
depending on tumor type and conformation. Recent advances in beam ballistics have enabled 
hypofractionated protocols whose biological responses remain largely unexplored. In particular, 
endothelial death after irradiation might be triggered only above ≈ 5-10 Gy [17]. 
 Ultimately, RT leads to the destruction of target tissues. However, this process is gradual and 
allows time for complex biological phenomena to occur. We have previously shown in a xenograft 
prostate model that radiotherapy induces perivascular coverage of tumor microvessels [40]. This 
prompted us to investigate if RT favors intra-tumoral drug distribution. Anthracyclines such as 
doxorubicin are good examples of chemotherapeutics for which tissue distribution greatly govern 
biological response in vivo [39]. Moreover, doxorubicin is naturally fluorescent in the range of 500-600 
nm [38]. This made doxorubicin a stereotype candidate to study drug delivery. Indeed, vascular 
normalization has been shown to enhance doxorubicin accumulation [28, 41]. 
 
 In this study, we evaluated if 10 x 2 Gy and 2 x 12 Gy external X-ray irradiation induces a 
vascular normalization phenotype during which distribution and anti-tumor activity of the small 
molecule doxorubicin is more efficient, using prostate and lung xenograft models. 
 
 

2. Materials and Methods 
 
2.1 Animal experiments 
 Prostate PC3 model: 6/8 week male NMRI-nude mice (Janvier, Saint Berthevin, France) were 
engrafted with subcutaneous injection of 2 x 106 PC3-luc cells (Caliper Life Sciences, Villepinte, France). 
Lewis Lung Carcinoma model: 6/8 week female C57BL/6 mice (Janvier, Saint Berthevin, France) were 
engrafted subcutaneously with 106 LLC cells (LL/2, LGC Standards, Molsheim, France). Tumor growth 
was measured with a digital caliper (v = 0.5*ab2 with a= largest diameter and b its perpendicular) and 
experiments begun when tumors reached ≈ 200 mm3 (PC3: 3 weeks, LLC: 9 days). Prostate LNCaP 
model: 6/8 week male NMRI-nude mice were anesthetized with ketamine/xylazine (50/15 mg/kg) and 
5 x 106 LNCaP-luc cells (Caliper Life Sciences) were injected in the left dorsolateral lobe of the prostate 
by laparotomy. Tumor uptake was followed weekly by luminescence using a PhotonImager 
(BiospaceLab, Paris, France) and groups with similar bioluminescence were formed (5 weeks). After 
sacrifice, tissues were frozen-embedded in OCT medium at -80°C (Sakura Finetek, Villeneuve D'ascq, 
France). All experiments were done twice with groups ≥6. 
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 All animal experiments were carried out in accordance with the European Council Directive 
2010/63/UE and approved by the local Animal Care and Use Committee (Comité d’Ethique en 
Expérimentation Animale des Pays-de-la Loire, C2EA-06) under protocols 01262.01, APAFIS 529, 
APAFIS 2336. 
 
2.2 Radiation therapy 
 Irradiations were performed using a CP-160 X-ray irradiator (Faxitron, Lincolnshire, IL) with 
a 0.3 mm Cu filter, an accelerating voltage of 160 kV and a dose rate in the tumor of 1.3 Gy/min. Dose 
rate was determined according to the TG61 protocol [31] and from measurements in depth with a 
plane-parallel Roos ionization chamber (PTW GmbH, Freiburg, Germany) [36]. Animals received a dose 
of 2 Gy daily, 5 days per week (LNCaP, PC3) or 12 Gy weekly (LLC) for two weeks (= 10 x 2 Gy and 2 x 
12 Gy), centered on the tumor-bearing region using lead shields. 
 
2.3 Functional parameters and treatments 
 Hypoxia was evaluated by pimonidazole reactivity. Hundred µl of 70 µg/ml pimonidazole 
hydrochloride (Hypoxyprobe, Burlington, USA) was injected i.p. 2h before sacrifice. Detection was 
performed by immunohistochemistry with FITC-conjugated antibody. Hoechst perfusion was 
evaluated by i.v. injection of 100 µl of 5 mg/ml Hoechst 33342 (Ozyme, Saint St-Quentin-en-Yvelines, 
France) 5 min before sacrifice. Doxorubicin distribution was assessed by i.v. injection of 100 µl of 18 
mg/ml doxorubicin hydrochloride (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) 5 min before sacrifice [38]. 
Detection was performed using a Nanozoomer HT fluorescence slide scanner (Hamamatsu Photonics, 
Massy, France) at 594 nm. Doxorubicin was given at 8 mg/kg i.p. for survival assays. Sunitinib was given 
per os at 40 mg/kg daily in pH 3.5 saline solution with 10% PEG300 [18]. 
 
2.4 Immunohistochemistry 
 Immunohistochemistry was performed using previously published staining procedures [40]. 
The following antibodies were used: rat anti-mouse CD31 (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France), 
Cy3-conjugated mouse anti-alpha smooth muscle actin (Sigma), Alexa647-conjugated goat anti-rabbit 
and Alexa488-conjugated goat anti-rat (Life Technologies). Slides were mounted in Prolong Gold with 
DAPI (Life Technologies) for nuclei counterstaining (except for the perfusion assays) and observed 
using a Nanozoomer slide scanner at 40x with fluorescence. 
 
2.5 Image analysis 
 Analyses were performed on original 16-bit tiff images at 40x resolution using ImageJ 1.46r 
software (National Institutes of Health, USA) as previously described [40]. Vessels were counted as 
groups formed by CD31-positive pixels distant of ≤ 1 µm. The perivascular area was defined as the 2 
µm region surrounding CD31-positive objects. Hypoxic zones were pimonidazole-reactive regions of > 
10 µm2 that contained nuclei (DAPI). 
 
2.6 Statistical analysis 
 Statistical analyses were performed using a two-tailed Mann-Whitney test with 95% 
confidence estimations, or a Kruskal-Wallis test with alpha risk = 0.05 followed by Dunn's post-test for 
multiple comparisons (GraphPad Prism5, La Jolla, California, USA). Pseudo-survival (morbidity) 
analyses were done by Kaplan-Meier curve and estimate. Data were considered significant at p ≤ 0.05 
(*), ≤ 0.01 (**) and ≤ 0.001(***). 
 
  

3. Results 
 
3.1 Radiotherapy improves vascular physiology in different tumor models 
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 We have previously shown that standard fractionated irradiation (2 Gy/day) leads to coverage 
of the tumor endothelium by pericytes in a preclinical model of prostate cancer (PC3) [40]. We also 
observed that perfusion was increased after two weeks of standard fractionated RT. To pursue these 
findings, we assessed two RT schemes using additional models: LNCaP (androgen-dependent prostate 
cancer, slow growing) and Lewis Lung Carcinoma (syngeneic C57BL/6 model, fast growing). Orthotopic 
luciferase-LNCaP derived tumors with a linear increase in bioluminescence (= 5 weeks post-graft) were 
irradiated daily using a standard 2 Gy dose monday-friday for two weeks (= 10 x 2 Gy). On the other 
hand, subcutaneous LLC tumors of ≈ 200 mm3 were treated with a schedule of two 12 Gy fractions 
(each monday for two weeks, = 2 x 12 Gy), since standard fractionation does not control tumor growth 
in this model (Clément-Colmou et al, in preparation). Also, for LLC, two groups of controls were initially 
used to compare to tumors irradiated for two weeks (RT): "ctl d0" (first day of experiment) matched 
size and "ctl d14" (two weeks of experiment) matched age of the RT group. Because LNCaP (and PC3 
later on) growth is slower, d14 controls were sufficient. 
 In the LNCaP model, 10 x 2 Gy RT did not reduce microvessel density (Fig. 1A,C). In the LLC 
model, 2 x 12 Gy RT limited microvessel density (-47%, p<0.001, Fig. 1B,D). In both models, an increase 
in α-SMA positive mural cells was observed in the 2 µm region around endothelial cells (CD31+) after 
two weeks of RT compared to non-irradiated tumors (LNCaP: +119%, p=0.05, Fig. 1A,E; LLC, +65%, 
p=0.02, Fig. 1B,F). Desmin costaining was also evident in LNCaP (Fig. 1A) and LLC (Clément-Colmou et 
al, submitted). There was no statistical difference between unirradiated LLC tumors harvested at d0 or 
d14 (Fig. 1B,D,F). At the functional level, RT slightly increased penetration of the Hoechst nuclear dye 
in LNCaP tumors (+40%, p=0.08, Fig. 2A,C) and significantly favored its diffusion in LLC tumors (+75%, 
p=0.04, Fig. 2B,D). Also, hypoxic area in pimonidazole-injected LNCaP tumors was greatly attenuated 
(-88%, p=0.004, Fig. 2A,E). We have precedently used subcutaneous or orthotopic PC3 tumors with 
similar results (Potiron et al, 2013, Clément-Colmou et al, submitted). In addition, vascular remodeling 
was observed in both syngeneic (LLC) and immunocompromised (LNCaP, PC3) models. Collectively, 
these data indicate that RT generally improves vascular physiology in solid tumors after the first two 
weeks of treatment. 
 Radiotherapy is often combined with concomitant or neo-adjuvant chemotherapy. Anti-
angiogenic compounds would be the most likely to affect radiotherapy-induced vascular remodeling 
(RIVR). We thus questioned if RIVR is robust and compatible with sunitinib, an EMA/FDA-approved 
inhibitor of the receptor tyrosine kinases VEGFR and PDGFR for which vascular normalization has been 
conflictually reported [34]. The LLC model was chosen because PC3 cells have been shown to respond 
to sunitinib, at least in vitro [6]. Mice bearing established LLC tumors were irradiated at 2 x 12 Gy and 
concomitantly fed daily with 40 mg/kg sunitinib or vehicle solution. After two weeks of treatment, 
vascular parameters were assessed as described above. Sunitinib reduced tumor microvessel density 
compared to control, in a similar manner to RT in that model (ctl: 104 vessels/mm2, Sut: 56, RT: 74, ctl 
vs RT p=0.02; ctl vs Sut p=0.0001, Fig. 3A,C). The combination of RT+sunitinib did not further 
downregulate tumor microvessel density (RT+Sut: 68, NS vs RT or Sut). Moreover, sunitinib did not 
prevent perivascular coverage by α-SMA+ cells (RT+Sut: +224% vs ctl, p<0.0001, Fig 3A,D). 
Nevertheless, we noted that combination of sunitinib+RT increased hypoxia (ctl: 18.2% area; RT+Sut: 
41%; +125%, p=0.01; Fig. 3B,E). 
 
3.2 Radiotherapy improves intra-tumoral diffusion of doxorubicin  
 To assess whether RIVR allows increased intra-tumoral accumulation of small molecule 
chemotherapy, we monitored distribution of doxorubicin (doxo). Established subcutaneous PC3 and 
LLC tumors were subjected to RT (respectively 10 x 2 Gy and 2 x 12 Gy) for two weeks, the period 
where remodeling of the vasculature is observed. Mice were then injected with 18 mg/kg doxorubicin 
i.v. and intra-tumoral distribution was assessed using fluorescence microscopy 5 min after injection 
[38]. Whereas doxorubicin was detected at low levels in control tumors, irradiated tumors displayed 
significantly higher drug accumulation (PC3: + 331%, p=0.006, Fig. 4A,B; LLC: +508 %, p=0.05 Fig. 4A,C). 
This was not due to tumor age or size since untreated LLC tumors collected at the beginning (ctl d0) or 
end (ctl d14) of RT planning had similarly low doxorubicin levels (Fig. 4A,C).The profile was consistent 
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with that of a vascular-administrated drug, yielding high doxorubicin positivity close to blood vessels 
and diminishing with distance (Fig. 4D). Notably, RT increased doxorubicin content both close to and 
at distance from vessels, compared to control. 
 To extend the observation that sunitinib did not interfere with RIVR, doxorubicin area was 
assessed in the context of concomitant planning as precedently. As expected, RT increased drug 
distribution compared to control (ctl: 1.1% total area, RT: 4.4, p=0.02; Fig. 5A,B). However, sunitinib 
had no effect alone (Sut: 1.3%) and did not counteract RT-induced distribution (RT+Sut: 4.4%, p=0.02 
vs ctl). 
  
3.3 Radiotherapy improves doxorubicin efficacy 
 Chemotherapy effectiveness is strongly dependent on the dose that can be achieved in situ 
[42]. We thus questioned whether increased doxorubicin delivery is accompanied with higher drug 
efficacy. First, we determined a starting dose of doxorubicin which exhibits mild anti-tumor growth. 
Based on dose-response effect, 8 mg/kg i.p. was chosen (Fig. 6A,B) to mimic a situation where the drug 
concentration is below the effective dose 50. To investigate whether prior irradiation enhances drug 
efficacy, doxorubicin was administered on the beginning of week 3, thus at an interval (3d) after the 
last RT fraction to minimize biochemical radiosensitization. In the PC3 model, while doxorubicin barely 
affected tumor growth when delivered alone, treatment after RT induced a significant shift in 
morbidity compared to RT alone (median survival ctl: 43 days, doxo: 43 days, RT: 53.5 days, RT+ doxo: 
68 days, p<0.0001, Fig. 6C). In the LLC model, doxorubicin administration after RT also delayed tumor 
growth better than when given alone (median survival ctl: 18 days, doxo: 23 days, RT: 24.5 days, RT+ 
doxo: 33.5 days, p<0.0001, Fig. 6D). 
   
  

4. Discussion  
 
 Efficient diffusion of chemotherapeutics is a challenge that is currently under extensive 
exploration. For this purpose, the concept of vascular normalization has gained interest. In this study, 
we questioned if external radiotherapy, a standard anti-cancer treatment, could favor small molecule 
distribution and efficacy. 
 First, we show that external radiotherapy reproducibly improves vascular function in tumor 
models with different kinetics and different RT schedules, after two weeks of treatment. Secondly, we 
show that RT increases intra-tumoral doxorubicin diffusion. Thirdly, we show that doxorubicin 
delivered after radiotherapy has higher efficacy on tumor growth. Moreover, combination with anti-
angiogenic sunitinib does not counteract RIVR nor drug delivery. Overall, these data establish a proof 
of concept that RIVR could be helpful for delivering cancer chemotherapeutics.  
 
 Radiotherapy has been shown to increase efficacy and distribution of liposomal doxorubicin in 
the context of concomittant treatment [11]. This is of interest, since chemotherapies are routinely 
used as radiosensitizing agents, but dosage is often limited due to toxicity of the combination. We 
show here that radiotherapy improves efficacy of chemotherapy later (3 days) after irradiation. Our 
results suggest that radiotherapy could be used to enhance local efficacy of chemotherapy in the target 
tumor without the need for concomittant planning and undesired toxicity. This would be expected to 
increase the benefit/risk ratio of chemotherapy/radiotherapy association. Such strategies could even 
be tested in radioresistant tumors for the sole purpose of increasing their sensitivity to chemotherapy. 
This might extend to larger molecules since enhancement of antibody uptake has been reported after 
RT [26]. Moreover, based on our data using sunitinib, anti-angiogenic drugs are compatible as well 
with the caveat of monitoring hypoxia. Interestingly, sunitinib itself has been shown to be more 
efficient after irradiation, although its distribution was not investigated [6]. Novel technologies now 
allow for non-invasive imaging of tumor oxygenation and vascular changes [2, 43]. Thus, clinical trials 
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testing the chemosensitizing properties of localized irradiation should monitor vascular parameters to 
identify the best timing for association with chemotherapy. 
 
 Penetration of molecules results from the combination of physical and biological factors 
relating to tumor cells, vessels and stroma [13]. Short-term (hours) after irradiation, vessels have been 
shown to react by increasing permeability [12, 32]. Alternatively at later times, high-dose irradiation 
has been associated with vessel death [17, 32] and decreased MVD [8, 29]. However, decreased MVD 
is not systematic and there is also evidence for increased perfusion in long-term response to RT [40]. 
Based on the literature, it is likely that RT initially destabilizes vessel structure and selects established 
mature vessels (e.g. vascular pruning, hours), but induces vascular remodeling and pericyte 
recruitment in a second phase (days) during which vascular function is optimal. Additionally, 
parameters such as composition and stiffness of the extracellular matrix [7], pH, interstitial fluid 
pressure [30], density of tumor cells and repopulation time after RT [33] will also affect drug 
distribution. Thus, extensive research will be required to clarify which parameters are specifically 
affected by RT.  
 
 We have previously observed that fractionated daily 10 x 2 Gy RT leads to vascular coverage 
by α-SMA/desmin mural cells, decreased hypoxia and enhancement of perfusion [40]. Similar findings 
were reported by Lan et al (2013) after 3 x 12 Gy [29] and Chen et al (2013) after 15 x 4 Gy [9]. In this 
study, we found several parameters indicative of vascular normalization in each of the prostate PC3, 
LNCaP and lung LLC models, including reduced pimonidazole retention (hypoxia) and increased 
Hoechst and doxorubicin distribution after doses of 10 x 2 Gy or 2 x 12 Gy. Collectively, these data 
argue that radiotherapy-induced vascular remodeling is a common response. 
 Vascular normalization was originally reported as a transient phenomenon [44]. This is of 
particular interest when considering potential clinical applications. We have found that RT initiates 
changes starting at one week of RT and becomes more evident after the second week [40]. Similar 
findings have been made by independent laboratories [8, 9, 29]. We show here that chemotherapy 
delivery is more efficient at two weeks of RT, a timing that seems concordant throughout independent 
studies. 
 
 Pericytes belong to a versatile cell population whose function and origin is still under debate 
[14, 22]. Their interaction with endothelial cells is dynamic during vascular development and 
maturation [3]. Experiments in conditional depletion models have shown that lack of pericytes impairs 
vascular function and favors metastasis [10, 27]. Whether pericytes contribute to upregulating 
perfusion in a radiotherapy context is not completely elucidated, although deprivation using AMD3100 
reinduced hypoxia [9]. Nevertheless, the function of pericytes in regulating blood flow is currently 
questioned [21]. Moreover, despite inducing hypoxia, AMD3100 delayed tumor growth. So, pericytes 
may exhibit ambivalent roles in facilitating drug delivery and reoxygenation while maintaining blood 
vessel function to support tumor growth [20]. Further studies will be needed to better characterize 
the impact of mural cells in the tumor response to radiotherapy.  
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Figure legends 
 
Figure 1. RT induces vascular coverage. (A, B) representative scanner images of 
immunohistochemistry for endothelial cells (CD31) and pericytes (α-SMA/desmin) in LNCaP (A) and 
LLC (B) tumors. (C, D) CD31+ vessel density in LNCaP (C) and LLC (D) tumors. (E, F) quantification of α-
SMA+ area around CD31+ vessels in LNCaP (E) and LLC (F) tumors. (C-F) values represent the average 
of n ≥ 5 ± sem (LNCaP) and ≥ 9 (LLC).  
 
Figure 2. RT induces increased perfusion and/or decreased hypoxia. (A, B) representative scanner 
images of LNCaP (A) and LLC (B) tumors injected with pimonidazole and/or Hoechst 33342. (C, D) 
quantification of Hoechst 33342+ area ratio to total tissue area in LNCaP (C) and LLC (D) tumors. (E) 
quantification of pimonidazole+ area ratio to total tissue area in LLC tumors. (C-E) values represent the 
average of n ≥ 5 ± sem (LNCaP) and ≥ 9 (LLC).  
 
Figure 3. RIVR is not affected by anti-angiogenic sunitinib in LLC tumors. (A) representative scanner 
images of immunohistochemistry for endothelial cells (CD31) and pericytes (α-SMA) in LLC tumors 
treated with RT, sunitinib or combination. (B) representative scanner images of LLC tumors injected 
with pimonidazole. (C) CD31+ vessel density in LLC tumors ± sunitinib. (D) quantification of α-SMA+ 
area around CD31+ vessels in LLC tumors ± sunitinib. (E) quantification of pimonidazole area ratio to 
total tissue area in LLC tumors ± sunitinib. (C-E) values represent the average of n ≥ 13 ± sem. 
 
Figure 4. RT improves intra-tumoral drug distribution. (A) representative scanner images of PC3 (left 
column) and LLC (right column) tumors injected with doxorubicin i.v. (B, C) quantification of 
doxorubicin area ratio to total tissue area in PC3 (B) and LLC (C) tumors. Values represent the average 
of n ≥ 9 ± sem. (D) plot profile of doxorubicin distribution as a function of distance to nearest vessel in 
PC3 tumors. 
 
Figure 5. Increased doxorubicin diffusion is not reversed by anti-angiogenic sunitinib. (A) 
representative scanner images of LLC tumors injected with doxorubicin i.v. and treated with RT, 
sunitinib or combination. (B) quantification of doxorubicin area ratio to total tissue. Values represent 
the average of n ≥ 13 ± sem. 
 
Figure 6. RT improves drug efficacy. (A, B) tumor size of PC3 (A) and LLC (B) tumors treated with 
increasing doxorubicin doses. Values represent the average of n ≥ 3 ± sem. (C, D) pseudo-survival 
curves (Kaplan-Meier analysis) of PC3 (C) and LLC (D) tumors treated by doxorubicin alone, RT and 
doxorubicin 3 days after RT. (C, D) Values represent the average of n ≥ 8 per group. 
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IMPACT DU FRACTIONNEMENT DE LA RADIOTHERAPIE SUR LE MICROENVIRONNEMENT 
VASCULAIRE TUMORAL 

Mots clés : microenvironnement tumoral, radiothérapie, fractionnement, hypoxie, péricytes, cancer 
de prostate, cancer du poumon, stéréotaxie 

Les vaisseaux tumoraux sont immatures et leur fonctionnalité est altérée, limitant l’efficacité des 
traitements. La radiothérapie conventionnelle (2Gy/jour) permet d’améliorer leur structure, de réduire 
l’hypoxie et d’améliorer la biodisponibilité de traitements concomitants. Cependant, les traitements 
hypofractionnés, utilisant de plus fortes doses par séance, tendent à remplacer les schémas 
conventionnels. Leurs conséquences sur le microenvironnement tumoral sont mal connues. 
 Notre objectif était de définir l’impact de différents schémas de fractionnement sur le 
microenvironnement vasculaire tumoral. Une échelle de fractionnement, allant de 2 à 12Gy par 
fraction, a été mise en œuvre sur deux modèles de cancer (prostate et poumon). Les aspects 
phénotypiques et fonctionnels de la vascularisation et l’efficacité anti-tumorale ont été relevés. 
 Nous avons pu observer une maturation vasculaire radio-induite, avec une augmentation de la 
couverture péricytaire et l’amélioration de la distribution de doxorubicine. Dans les deux modèles, la 
fonte tumorale était plus franche pour les schémas hypofractionnés. La pseudo-normalisation 
vasculaire était peu sensible au fractionnement, pourtant l’hypoxie était améliorée de façon dose-
dépendante. L’ampleur et la durée de l’amélioration étaient plus importantes dans le modèle à 
croissance lente : l’hypoxie semblait dépendre autant de la cinétique de repopulation du modèle que 
de la qualité de l’apport vasculaire.  
Nos résultats mettent en évidence l’influence mutuelle des réponses de la tumeur et du 
microenvironnement vasculaire à l’irradiation. Ils seront utiles pour optimiser la délivrance des 
traitements anticancéreux. 

 

IMPACT OF HYPOFRACTIONATED RADIOTHERAPY SCHEDULES ON TUMOUR VASCULAR 
MICROENVIRONMENT 

Keywords :  tumour microenvironment, radiation oncology, radiotherapy fractionation, hypoxia, 
pericytes, prostate cancer, lung cancer, stereotactic radiotherapy 

The tumour blood vessels are immature and dysfunctional, limiting the distribution and efficacy of 
anticancer drugs. Conventional radiotherapy (2Gy / day) improves their structure, reduces hypoxia 
and improves the biodistribution of concomitant treatments. However, hypofractionated radiotherapy, 
using higher doses per fraction, tends to replace conventional schedules. Their consequences on the 
tumour microenvironment are poorly understood. 
Our goal was to define the impact of different fractionation schedules on the tumour vascular 
microenvironment. A fractionation scale, ranging from 2 to 12Gy per fraction, was implemented on two 
cancer models (prostate and lung). Several phenotypical and functional aspects of the vasculature 
and anti-tumour efficacy were studied. 
A radiation-induced vascular maturation was observed, including an increased pericyte coverage and 
an improved distribution of doxorubicin. In both models, tumour control was better for hypofractionated 
schedules. Vascular pseudo-normalization was poorly sensitive to fractionation, but hypoxia was 
improved in a dose-dependent manner. The depth and duration of the improvement was greater in the 
slow-growing prostate cancer model: hypoxia seemed to depend as much on the kinetics of 
repopulation of the model as on the quality of the blood supply. 
Our results highlight the mutual influence of tumour and vascular responses to irradiation. They will 
be useful to optimize the future delivery schedule of anticancer treatments. 


