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RÉSUMÉ 

 

Le glioblastome (GBM) est le type de tumeur cérébral primaire le plus agressif et le plus létale chez l’adulte. 

Malgré les traitements combinés incluant la chirurgie, la radiothérapie ainsi que la chimiothérapie, le 

pronostic demeure très sombre, avec une survie médiane de moins de 15 mois. Cette résistance 

thérapeutique est en partie attribuable à la capacité du GBM à maintenir son approvisionnement en oxygène 

et en nutriments via des mécanismes de néovascularisation complexes. Parmi ceux-ci, le mimétisme 

vasculogénique (VM) représente un processus par lequel des cellules tumorales agressives forment des 

structures de types capillaires indépendamment des cellules endothéliales. Ce phénomène est associé à une 

plasticité tumorale accrue, à l’hypoxie, à la chimiorésistance et un pronostique clinique défavorable. Les 

mécanismes moléculaires sous-jacents au VM demeurent encore peu documentés, bien que plusieurs voies 

de signalisation émergent comme étant centrales à ce processus. Le premier axe étudié dans ce travail porte 

sur les cellules souches mésenchymateuses humaines (MSC), connues pour leur rôle en médecine 

régénérative. Lorsque ces cellules sont cultivées sur une matrice extracellulaire, les MSC arrivent à adopter 

un phénotype de type capillaire, mimant le VM in vitro. Des analyses transcriptomiques et protéiques ont 

permis d’identifier la voie Src/JAK/STAT3 comme étant largement impliquée dans cette transition. 

L’inhibition pharmacologique ou génique de cette voie permet l’inhibition de la formation de structures 

capillaires, la diminution de la migration cellulaire et la suppression de marqueurs de l’inflammation et de 

la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), suggérant que STAT3 agit comme un acteur essentiel dans 

le VM. Parallèlement, la voie de signalisation Hippo, bien connue pour sa régulation de la croissance 

cellulaire et son implication dans la progression tumorale, a également pu être identifiée comme clé dans 

le VM. Cette étude a démontré que les effecteurs transcriptionnels YAP1 et TEAD1 étaient surexprimés 

dans les tissus de GBM et que leurs cibles en aval, CYR61 et CTGF étaient induits lors du processus de 

formation de structures in vitro. L’utilisation d’inhibiteurs synthétiques de l’interaction YAP-TEAD, le 

composé LM98, permet de réduire la formation de VM et la migration cellulaire. De plus, la répression 

génique des facteurs transcriptionnels FOXC2 et SNAI1 ont permis d’entrainer la réduction de l’expression 

génique de CYR61 et CTGF ainsi que de la formation de structures capillaires lors du VM, proposant que 

la transcription nucléaire YAP/TEAD contrôlerait partiellement la formation du VM. Une étude 

complémentaire nous a permis d’évaluer l’impact de trois différents inhibiteurs pharmacologiques de 

TEAD (GNE7883, VT107 et IAG933) sur des lignées cellulaires de GBM. Ces composés ont été efficaces 

pour réduire la migration cellulaire ainsi que la formation de VM via l’inhibition de la translocation 

nucléaire de YAP1. L’inhibition de cette protéine, tout comme sa répression génique a permis la diminution 

de l’expression de CYR61 et CTGF, confirmant le rôle du complexe YAP/TEAD comme un régulateur 

majeur du VM dans le GBM.Enfin, le dernier axe de cette thèse a permis de documenter l’interaction entre 

le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et la sortiline (SORT1), une protéine de tri 

cellulaire. EGFR est connu pour être fréquemment amplifié et surexprimé dans le GBM. Cette 

surexpression contribue à la survie cellulaire et à l’invasion. Cette étude a permis de révéler que SORT1 

régule l’internalisation et la localisation nucléaire d’EGFR. La répression de SORT1 via inhibiteur 

pharmacologique (AF38469) ou siARN diminue la migration cellulaire, la formation de VM ainsi que 

l’expression nucléaire d’EGFR. La perte de SORT1 est associée à une chimiorésistance réduite. L’ensemble 

de ces données révèle l’existence d’un complexe EGFR/SORT1 agissant comme un effecteur dans la 

régulation du VM, positionnant cette interaction comme une cible thérapeutique potentielle dans le GBM. 

Ces trois axes d’étude mettent en lumière un lien complexe entre le trafic intracellulaire des récepteurs, la 

régulation transcriptionnelle et la signalisation inflammatoire dans la formation et régulation du VM. Cette 

étude offre une vision multidimensionnelle du VM et ouvre la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques 

ciblant tout particulièrement la plasticité cellulaire et la chimiorésistance. 
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ABSTRACT 

 

 

Glioblastoma (GBM) represents the most aggressive and lethal form of primary brain tumor in adults. 

Despite multimodal treatments involving surgical resection, radiotherapy, and chemotherapy, the prognosis 

remains dismal, with a median survival of less than 15 months. This pronounced therapeutic resistance is 

partly attributable to the capacity of GBM to sustain its oxygen and nutrient supply through complex 

mechanisms of neovascularization. Among these, vasculogenic mimicry (VM) describes a process by 

which highly invasive tumor cells generate capillary-like structures independently of endothelial cells. This 

phenomenon correlates with increased tumor plasticity, hypoxia, chemoresistance, and poor clinical 

outcomes.The molecular mechanisms governing VM remain incompletely elucidated, although several 

signaling pathways have emerged as central regulators. The first axis explored in this dissertation focuses 

on human mesenchymal stem cells (MSCs), widely studied for their role in regenerative medicine. When 

cultured on an extracellular matrix, MSCs acquire capillary-like features, recapitulating VM in vitro. 

Transcriptomic and proteomic analyses identified the Src/JAK/STAT3 pathway as a major contributor to 

this transition. Pharmacological or genetic inhibition of this pathway suppressed capillary-like structure 

formation, reduced cell migration, and attenuated the expression of inflammatory and epithelial-to-

mesenchymal transition (EMT) markers, suggesting that STAT3 acts as a key driver of VM. In parallel, the 

Hippo signaling pathway—known for its involvement in cell growth regulation and tumor progression—

was also identified as a critical regulator of VM.  The present work demonstrates that the transcriptional 

effectors YAP1 and TEAD1 are overexpressed in GBM tissues, and that their downstream targets, CYR61 

and CTGF, are induced during the formation of capillary-like structures in vitro. Treatment with synthetic 

inhibitors of the YAP–TEAD interaction, such as LM98, markedly reduced VM formation and cell 

migration. Moreover, genetic repression of the transcription factors FOXC2 and SNAI1 decreased CYR61 

and CTGF expression and impaired VM-associated structure formation, supporting the notion that nuclear 

YAP/TEAD activity partially governs VM. A complementary study evaluated the impact of three additional 

pharmacological TEAD inhibitors (GNE7883, VT107, and IAG933) in GBM cell lines. These compounds 

effectively impaired both cell migration and VM formation by preventing the nuclear translocation of 

YAP1. Consistent with this mechanism, inhibition or silencing of YAP1 reduced CYR61 and CTGF 

expression, further reinforcing the role of the YAP/TEAD complex as a major regulator of VM in GBM. 

Finally, the last component of this dissertation investigates the interaction between the epidermal growth 

factor receptor (EGFR) and sortilin (SORT1), a protein involved in intracellular trafficking. EGFR is 

frequently amplified and overexpressed in GBM, contributing to enhanced cell survival and invasiveness. 

This study demonstrates that SORT1 regulates EGFR internalization and nuclear localization. 

Pharmacological inhibition or siRNA-mediated repression of SORT1 (AF38469) decreased cell migration, 

VM formation, and nuclear EGFR expression. Loss of SORT1 was also associated with reduced 

chemoresistance. Collectively, these findings reveal the presence of an EGFR/SORT1 complex functioning 

as an effector in VM regulation, positioning this interaction as a potential therapeutic target in GBM. 

Together, these three research axes highlight the intricate interplay between receptor trafficking, 

transcriptional regulation, and inflammatory signaling in the initiation and maintenance of VM. This work 

provides a multidimensional perspective on VM and lays the groundwork for novel therapeutic strategies 

targeting cellular plasticity and treatment resistance. 

 

 

Key words: Glioblastoma, Vasculogenic mimicry, Chemoresistance, YAP/TEAD, SORT1, EGFR, 

JAK/STAT 
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INTRODUCTION 

 

 
Le glioblastome multiforme est l’un des plus grands défis de la neuro-oncologie moderne. Il s’agit de la 

tumeur primitive du système nerveux central la plus fréquente et la plus agressive chez l’adulte et se 

caractérise par une progression rapide, une hétérogénéité cellulaire marquée et une résistance persistante 

aux traitements standards. Malgré les progrès des approches thérapeutiques, la survie médiane reste 

inférieure à 15 mois. Cette réalité clinique reflète la capacité du GBM à échapper aux stratégies 

thérapeutiques par des mécanismes d’adaptation profonds, tant sur le plan génétique que phénotypique. 

Parmi ces mécanismes, la plasticité tumorale et les stratégies de vascularisation alternatives jouent un rôle 

central. 

 

L’un des mécanismes les plus déstabilisants pour la prise en charge est le mimétisme vasculogénique (VM), 

une forme de néovascularisation indépendante des cellules endothéliales. Contrairement à l’angiogenèse 

classique, le VM permet aux cellules tumorales d’organiser elles‑mêmes des structures pseudo‑vasculaires 

qui facilitent la perfusion et la survie dans un microenvironnement hostile. Observé dans les tumeurs les 

plus agressives, le VM est associé à un pronostic défavorable, à un risque accru de progression et à une 

résistance marquée aux thérapies anti‑angiogéniques. Le VM représente ainsi une adaptation majeure qui 

permet au GBM d’échapper aux stratégies ciblant la vascularisation conventionnelle, soulignant la nécessité 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques capables de perturber cette organisation alternative. 

 

Au cœur de cette plasticité résident des voies de signalisation dont les rôles cliniques se précisent 

progressivement. La voie JAK/STAT3, associée aux états inflammatoires et à la survie cellulaire, confère 

aux cellules tumorales et stromales une capacité d’adaptation favorisant la migration, la formation de 

structures capillaires et l’acquisition de caractéristiques mésenchymateuses. Parallèlement, la voie 

Hippo/YAP‑TEAD, maître régulateur de la croissance et de la mécanotransduction, est largement dérégulée 

dans le GBM. Sa surexpression, notamment via YAP1, TEAD1 et leurs cibles CYR61 et CTGF est associée 

à une agressivité accrue, à une résistance thérapeutique et à un rôle direct dans la formation du VM. Un 

autre volet clinique émergent concerne la contribution des mécanismes de trafic intracellulaire à la 

progression tumorale. La protéine SORT1 (sortiline), impliquée dans le tri intracellulaire des protéines, et 

le récepteur EGFR, amplifié dans près de 50 % des GBM, forment un complexe fonctionnel récemment 

mis en lumière. Leur interaction module l’internalisation, la signalisation et la localisation nucléaire 

d’EGFR, influençant directement la migration, l’invasion et la chimiorésistance. Comprendre comment 
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cette interconnexion régulatrice soutient le VM constitue une avenue d’intérêt majeur, compte tenu de 

l’importance clinique d’EGFR dans le GBM et du manque d’efficacité des thérapies ciblant ce récepteur. 

 

 
La compréhension des voies de signalisation dérégulées et des réseaux de régulation intracellulaire 

impliqués dans la plasticité tumorale est essentielle pour éclairer les mécanismes qui nourrissent le VM et 

contribuent à l’échec thérapeutique. Trois axes biologiques émergent comme particulièrement 

déterminants: le rôle de STAT3 dans l’acquisition d’un phénotype capillaire par les cellules 

mésenchymateuses, l’implication du complexe transcriptionnel YAP/TEAD dans le VM des cellules de 

glioblastome, et l’interaction fonctionnelle SORT1/EGFR, qui module les caractéristiques de cellules 

souches, la migration, la résistance aux traitements et la formation de structures vasculaires alternatives. 

Ensemble, ces processus dévoilent un réseau moléculaire intégré conférant au GBM une capacité 

d’adaptation exceptionnelle et suggèrent de nouvelles pistes thérapeutiques ciblant la plasticité cellulaire et 

les mécanismes non conventionnels de vascularisation. 
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CHAPITRE 1 

 REVUE DE LITTÉRATURE 

 

 

1.1 Le cancer 

 

1.1.1 Généralités 

 

Le cancer demeure l’un des plus grands défis de santé publique mondiale, représentant la deuxième 

cause de mortalité après les maladies cardiovasculaires selon la Société Américaine du Cancer. En 2022, 

près de 20 millions de nouveaux cas ont été diagnostiqués. De ceux-ci, 9,7 millions de personnes en sont 

décédées (American Cancer Society, 2025), la distribution de ces cas est présentée à la figure 1.1. 

 

Ces chiffres illustrent non seulement l’ampleur de la maladie, mais aussi son impact grandissant sur la 

population mondiale. Malgré des décennies de recherche et des progrès médicaux considérables, le fardeau 

du cancer continue d’augmenter à un rythme inquiétant. Environ une personne sur cinq développera un 

cancer au cours de sa vie. Une femme sur douze et un homme sur neuf en mourront. Ces statistiques révèlent 

qu’un décès sur six dans le monde est causé par un cancer (Bray et al., 2021). 

 

Les projections pour les décennies à venir sont tout aussi préoccupantes. Il est attendu que d’ici 2050, le 

nombre de nouveaux cas de cancer devrait atteindre 35 millions par an, une hausse principalement due à la 

croissance démographique, au vieillissement des populations, mais aussi à des facteurs environnementaux 

et comportementaux (Lewandowska et al., 2019).  L’évolution des modes de vie marquée par une 

sédentarité accrue, une alimentation transformée, la pollution et l’exposition à des agents cancérogènes ou 

encore le stress chronique contribuent à cette épidémie (Avgerinos et al., 2019). Cela souligne l’urgence 

d’accélérer le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

 

Le cancer continue d’échapper aux traitements conventionnels, posant un défi majeur pour la recherche 

biomédicale. Bien que la chirurgie, la chimiothérapie, l’immunothérapie et la radiothérapie aient 

considérablement amélioré les taux de survie pour certains types de cancer, ces approches atteignent leurs 

limites face aux tumeurs agressives et résistantes aux traitements, comme le glioblastome (Rodgers et al., 

2024). 
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Figure 1.1. Répartition mondiale des nouveaux cas de cancer et des décès par cancer en 2022 selon le sexe 

et la région. Cette figure illustre la distribution estimée des nouveaux cas de cancer (A) et des décès par 

cancer (B) selon les régions du monde, en 2022. Les données sont présentées pour l’ensemble de la 

population (les deux sexes combinés), ainsi que séparément pour les hommes et les femmes. En 2022, on 

estime à 20,0 millions le nombre de nouveaux cas de cancer dans le monde (19,96 millions).  

 

(Adaptée de Bray et al. 2024) 

 

 

1.1.2 Cancérogenèse: Étapes clés de la transformation maligne 

 

Le cancer est une maladie dynamique, évolutive et hétérogène, caractérisée par une instabilité génomique, 

une prolifération et une immortalité cellulaire, qui résultent de l’accumulation de mutations au fil du temps 

(Dagogo-Jack et al., 2017). Ce processus appelé cancérogenèse, repose sur une série d’altérations 

moléculaires et cellulaires qui confèrent aux cellules tumorales des propriétés leur permettant d’échapper 

aux mécanismes de régulation physiologique et de proliférer de manière anormale. La cancérogenèse se 

déroule en trois grandes étapes : l’initiation, la promotion et la progression (Pitot et al., 1993). 

 

L’initiation est caractérisée par l’apparition de nouvelles mutations génétiques et épigénétiques au sein 

d’une cellule souche ou différenciée. Ces mutations peuvent être induites par des facteurs dits endogènes 

tels que le stress oxydatif, des erreurs de réplication de l’ADN ou une inflammation chronique. Dans 

certains cas, ces mutations sont également induites par des facteurs exogènes tels que le tabagisme, des 

agents chimiques, des radiations ionisantes ou des virus oncogènes, (figure 1.2) (Klaunig et al., 2018). Les 

facteurs de risque endogènes et exogènes sont résumés dans le tableau 1.1. 

 

Tableau 1.1. Principaux facteurs de risques endogènes et exogènes impliqués dans la cancérogenèse. 
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Distinction entre les facteurs endogènes, intrinsèques à l’organisme et les facteurs exogènes, liés à des 

influences environnementales ou comportementales. Ces éléments favorisent l’apparition, la promotion ou 

la progression de lésions précancéreuses en perturbant les mécanismes de régulation cellulaire. La 

compréhension de leur contribution respective est essentielle pour la mise en place de stratégies de 

prévention ciblée du cancer. 

 

(Adapté de Hanahan & Weinberg, 2011) 

 

 

L’instabilité génomique est un élément clé de cette étape car elle favorise l’accumulation successive de 

mutations qui permettent aux cellules tumorales d’acquérir de nouvelles propriétés prolifératives et 

invasives (Salmaninejad et al., 2021). Les principaux oncogènes et gènes suppresseurs impliqués dans ce 

processus sont répertoriés dans le tableau 1.2. Les gènes principalement affectés incluent les oncogènes, 

dont l’activation anormale stimule la prolifération cellulaire et favorise l’échappement aux signaux de 

contrôle. Dans cette catégorie on retrouve notamment l’epidermal growth factor receptor (EGFR), les gènes 

rat sarcoma viral oncogene family (RAS) ainsi que MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor 

(MYC) (Talukdar et al., 2020). Les gènes suppresseurs de tumeurs, comme tumor protein p53 (TP53) sont 

dans certains types de cancers, considérablement sous-exprimés ou inactivés supprimant ainsi les freins 

naturels à la division cellulaire. Enfin, les gènes de réparation de l’ADN tels que breast cancer 1 and 2, 

DNA repair associated (BRCA1, BRCA2), d’importants acteurs dans la stabilité du génome. Leur perte de 

fonction entraîne une accumulation incontrôlée de mutations au sein de la cellule (Voskarides et al., 2023; 

O'Connor et al., 2015). 

 

Lorsque des altérations dépassent les capacités de réparation de la cellule, et que les signaux d’apoptose 

sont dysfonctionnels, la cellule entre alors dans une phase de prolifération anormale, amorçant alors la 

progression tumorale (Wong, 2011). 

 

La phase de promotion est caractérisée par une expansion clonale des cellules mutées, qui acquièrent un 

avantage sélectif sur les cellules normales. Cette phase est marquée par une prolifération incontrôlée, 

favorisée par plusieurs mécanismes (Yizhak et al., 2019). L’activation de différentes voies signalétiques a 

été documenté dans cette phase, telle que les voies phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase / AKT 

serine-threonine kinase / mechanistic target of rapamycin (PI3K/AKT/mTOR) et mitogen-activated protein 

kinase (MAPK). Les acteurs de ces voies, lorsque surexprimés, permettent aux cellules cancéreuses de 

proliférer même en l’absence de signaux de division. De plus, la résistance aux signaux pro-apoptotiques 
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via la suractivation du gène anti-apoptique B-cell lymphoma 2 (BCL-2) et l’inactivation du gène pro-

apoptotique BCL2-associated X (BAX) par exemple, compliquent voire empêchent l’élimination des 

cellules cancéreuses (Vitale et al., 2023, Kale et al., 2018). Finalement, vient le remodelage du 

microenvironnement tumoral via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’interleukine-6 

(IL-6) et le tumor necrosis factor alpha TNF-α favorisant l’inflammation chronique et la néovascularisation 

au site tumoral (Annabi et al., 2017). 

 

Bien que complexe, cette phase de promotion reste un processus réversible car certaines cellules pré-

tumorales peuvent être ciblées par des mécanismes de surveillance immunitaire ou par l’élimination des 

facteurs promoteurs, par exemple, l’arrêt du tabac et la réduction de l’inflammation. Lorsqu’à cette phase, 

la prolifération incontrôlée persiste, les cellules acquièrent progressivement les caractéristiques 

d’immortalité cellulaire, favorisant la transition vers la dernière phase de la cancérogénèse soit la phase de 

progression. Ce processus évolutif est résumé dans les figures 1.2. et 1.3. 

 

Cette dernière phase caractérisée par une transformation radicale du comportement cellulaire. À ce stade, 

les cellules cancéreuses ont d’importants avantages sélectifs sur les cellules saines leur permettant de 

déjouer les défenses immunitaires et les mécanismes physiologique de régulation. Cette évolution cellulaire 

repose sur plusieurs mécanismes biologiques complexes notamment l’immortalisation cellulaire, l’évasion 

immunitaire et des altérations du microenvironnement tumoral favorisant l’expansion tumorale (Hanahan, 

2022). 
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Figure 1.2. Processus de cancérogenèse. Les trois étapes majeures de la transformation maligne des cellules 

: l’initiation (altérations génétiques précoces induites par des agents cancérogènes), la promotion 

(expansion clonale des cellules altérées sous l’effet de signaux prolifératifs et de l’inflammation chronique), 

et la progression (acquisition d’un phénotype invasif, évasion immunitaire et dissémination métastatique). 

 

(Adapté de : Fournié et al., 2020)  

 

 

Parallèlement, les cellules cancéreuses doivent également échapper aux mécanismes de surveillance 

immunitaire, un obstacle majeur à la progression maligne. Normalement, le système immunitaire reconnait 

et élimine les cellules anormales via la présentation d’antigènes tumoraux aux lymphocytes T cytotoxiques. 



 

9 

Toutefois, les cellules tumorales développent des stratégies pour contourner cette réponse, on parle 

d’évasion immunitaire. Parmi celles-ci, l’expression accrue du Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) joue 

un rôle clé. En effet, en interagissant avec le récepteur PD1 des lymphocytes T, cette surexpression va 

inhiber leur activation, altérant ainsi leur capacité à détecter et détruire les cellules tumorales (Yu et al., 

2023). En complément, le remodelage du microenvironnement tumoral par la sécrétion des 

métalloprotéases matricielles (MMPs), permet de moduler la matrice extracellulaire. Ce processus a une 

grande importance dans l’expansion tumorale, la modification des interactions intercellulaires et en 

facilitant la dégradation des barrières tissulaires naturelles (Zhou et al., 2023). 

 

Bien que ces mécanismes permettent à la tumeur de croître localement et d’échapper au système 

immunitaire, l’acquisition d’un phénotype invasif est une étape déterminante dans la progression tumorale. 

À ce stade avancé de la progression tumorale, les cellules malignes deviennent hautement plastiques et 

adaptatives, combinant des mécanismes de prolifération infinie, d’évasion immunitaire et de migration 

agressive. Cette plasticité et cette résilience leur permet de résister aux traitements conventionnels et de 

survivre dans des conditions hostiles. Lorsque ces cellules acquièrent la capacité de franchir les barrières 

biologiques et d’entrer dans la circulation sanguine ou lymphatique, elles amorcent le processus 

métastatique, qui représente une étape clé de la progression cancéreuse (Zhou et al., 2023). 
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Figure 1.3. Représentation schématique des étapes de la cancérogenèse. Les trois étapes principales du 

processus de cancérogenèse : l’initiation, la promotion et la progression. L’initiation correspond à 

l’apparition de mutations génétiques ou épigénétiques, souvent induites par des agents cancérogènes 

(rayonnements, substances chimiques, virus oncogènes). La phase de promotion est marquée par la 

prolifération clonale des cellules altérées, sous l’effet de signaux prolifératifs, de l’inflammation chronique 

et de l’activation de voies signalétiques oncogéniques (ex. : PI3K/AKT, MAPK). La progression 

correspond à la transformation maligne, caractérisée par l’immortalisation cellulaire, l’évasion 

immunitaire, des remaniements du microenvironnement tumoral, et l’acquisition d’un phénotype invasif 

propice à la dissémination métastatique. 

 

(Figure créée à l’aide de BioRender, Marie-Eve Roy) 
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Tableau 1.2. Oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs altérés dans le cancer. 

 

 

Sélection des gènes les plus couramment altérés dans les tumeurs malignes. Les oncogènes, lorsqu’ils sont 

mutés ou surexprimés, contribuent à la prolifération cellulaire incontrôlée. À l’inverse, les gènes 

suppresseurs de tumeurs exercent normalement un rôle de frein sur la croissance cellulaire, et leur 

inactivation favorise la tumorigènese. Les altérations indiquées incluent des mutations ponctuelles, des 

amplifications génétiques, des pertes de fonction ou des modifications épigénétiques. Ces gènes jouent un 

rôle central dans les voies de signalisation régulant la croissance, l’apoptose, le cycle cellulaire et la 

réparation de l’ADN. Leur dérégulation est impliquée dans la majorité des cancers humains. 

 

(Adapté de NCBI Bookshelf) 

 

 

1.1.3 Métastases et invasion tumorale 

 

Les métastases constituent la principale cause de mortalité liée au cancer, représentant plus de 90% des 

décès attribuables aux tumeurs malignes (Siegel et al., 2023). Ce processus complexe implique une cascade 

d’évènements cellulaires et moléculaires qui permettent aux cellules de quitter la tumeur primaire, survivre 
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dans la circulation sanguine et lymphatique, puis de coloniser des organes distants. Contrairement à la 

croissance tumorale locale, qui repose surtout sur des altérations de type métabolique, la dissémination 

métastatique repose sur un ensemble de mécanismes sophistiqués permettant aux cellules tumorales 

d’acquérir un phénotype migratoire, d’interagir avec leur microenvironnement et de résister aux défenses 

immunitaires (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

L’invasion métastatique repose sur plusieurs étapes successives et interdépendantes. Le processus débute 

par la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), une reprogrammation cellulaire qui permet aux 

cellules cancéreuses de perdre leur adhérence aux cellules voisines et d’acquérir un phénotype migratoire. 

Sous l’effet des signaux moléculaires comme TGF-b ou Wnt, les cellules cancéreuses perdent leurs 

caractéristiques épithéliales, notamment l’expression de E-cadhérine, une protéine d’adhésion cellulaire 

clé. La perte d’adhérence permet de se détacher du tissu tumoral primaire, tandis que l’expression accrue 

de marqueurs mésenchymateux tels que la vimentine et la N-cadhérine leur confère une mobilité accrue 

(Suhail Y et al., 2019). 

 

Une fois ces caractéristiques acquises, les cellules tumorales deviennent mobiles et invasives, leur 

permettant de traverser la membrane basale et de pénétrer dans la matrice extracellulaire environnante. 

Cette migration active est facilitée par la sécrétion des MMPs qui dégradent les composants de la matrice 

extracellulaire environnante ouvrant la voie aux cellules cancéreuses (Wang J et al., 2020). Celles-ci 

utilisent ensuite des mécanismes de chimiotactisme, guidées par des signaux biochimiques provenant du 

microenvironnement tumoral, pour se diriger vers les vaisseaux sanguins ou lymphatiques (Yang et al., 

2023). 

 

L’intravasation marque l’entrée des cellules tumorales dans la circulation, les cellules deviennent alors des 

cellules tumorales circulantes (CTC), exposées à des contraintes mécaniques et au stress immunitaire. Pour 

survivre, ces cellules peuvent former des agrégats avec des plaquettes, leur conférant une protection contre 

le cisaillement des flux sanguins et une évasion partielle de la reconnaissance immunitaire (Chiang et al., 

2016). L’extravasation est l’étape suivante, au cours de laquelle les cellules tumorales quittent la circulation 

pour coloniser un nouvel organe. Ce processus implique des interactions spécifiques entre les cellules 

endothéliales des vaisseaux et les cellules tumorales, facilitant leur passage à travers la paroi vasculaire. 

Une fois extravasées, elles doivent s’adapter à leur nouvel environnement, souvent très différent de leur 

tissu d’origine. Certaines cellules métastatiques restent en dormance pendant des années avant de se 

réactiver sous l’influence de signaux environnementaux spécifiques, un phénomène connu sous le nom de 

dormance tumorale. (Lin et al., 2021, Agudo et al., 2024) 
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Un défi majeur de la prise en charge des métastases repose sur l’extrême hétérogénéité des cellules 

tumorales disséminées. Celles-ci peuvent présenter des profils génétiques et épigénétiques distincts de la 

tumeur primaire, influençant leur réponse aux traitements. L’évolution clonale des métastases conduit 

souvent à l’émergence de sous-populations cellulaires présentant des résistances accrues aux thérapies 

standards (Greaves et al., 2012). 

 

Le microenvironnement tumoral métastatique joue également un rôle clé dans la progression des lésions 

secondaires. Les cellules cancéreuses interagissent avec les fibroblastes, les cellules immunitaires et la 

matrice extracellulaire pour créer l’environnement parfait à leur expansion. Certaines tumeurs 

métastatiques sont capables de reprogrammer les cellules stromales locales, transformant ainsi l’organe 

cible en un site propice à la croissance tumorale (Deepak KGK et al., 2020). 

 

Comme illustré à la figure 1.4. L’environnement tumoral métastatique ne se limite pas à l’interaction entre 

les cellules cancéreuses et les composants stromaux; il repose également sur des mécanismes dynamiques 

qui favorisent la prolifération et la dissémination tumorale. Parmi eux, l’angiogenèse jour un rôle 

déterminant en assurant l’apport en oxygène et en nutriments nécessaire à la croissance des lésions 

secondaires. Si ce processus est essentiel au développement physiologique, son dérèglement dans un 

contexte tumoral contribue directement à l’agressivité des tumeurs métastatiques (Nghiem et al., 2025). 
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Figure 1.4. Schéma de la cascade métastatique et influence du microenvironnement tumoral. Le TME joue 

un rôle fondamental dans la croissance et la progression des tumeurs, notamment dans le contexte 

métastatique. Il est composé d’éléments clés du système immunitaire inné et adaptatif ainsi que de cellules 

stromales et des éléments de l’EMC. Dans les tumeurs métastatiques, l’environnement immunitaire devient 

progressivement plus immunosuppressif, notamment via l’expression accrue de récepteurs de régulation 

immunitaire, limitant ainsi l’action des cellules immunitaires cytotoxiques. 

 

(Adapté de Gerstberger et al., 2023) 

 

 

1.1.4 Angiogenèse physiologique et pathologique 

 

Les métastases ne peuvent se développer sans un apport sanguin suffisant pour nourrir les cellules tumorales 

nouvellement implantées. L’angiogenèse, processus physiologique responsable de la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins à partir de capillaires préexistants, joue un rôle dans la croissance tumorale 

et l’établissement des niches métastatiques. Alors que l’angiogenèse est strictement régulée dans des 
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conditions normales, comme lors de la cicatrisation ou du développement embryonnaire, les tumeurs 

détournent ce mécanisme à leur avantage pour assurer leur expansion et leur dissémination. On parle alors 

d’angiogenèse pathologique; ce processus devient anarchique et dysfonctionnel et favorise grandement la 

progression tumorale en créant un réseau vasculaire désorganisé, augmentant l’hypoxie tumorale et 

favorisant l’invasion cellulaire (La Mendola et al., 2022). 

 

L’angiogenèse tumorale est principalement stimulée par l’hypoxie qui induit l’expression de facteurs pro-

angiogéniques comme le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Melincovici et al., 2022). 

L’hypoxie, stabilise le facteur Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha (HIF-1α), qui régule directement la 

production de VEGF et d’autres facteurs favorisant la prolifération des cellules endothéliales et la 

perméabilité vasculaire (Tableau 1.3) (Musleh Ud Din et al., 2024). Ce réseau vasculaire nouvellement 

formé n’est cependant pas fonctionnel : il est immature et mal structuré et contribue ainsi à une perfusion 

inefficace et à une augmentation du stress hypoxique intra-tumoral (Viallard et al., 2017). 

 

En parallèle, les nouveaux vaisseaux sanguins forment des structures perméables facilitant l’intravasion des 

cellules tumorales dans la circulation sanguine, augmentant la probabilité de dissémination vers des sites et 

organes distants. De plus, les niches pré-métastatiques peuvent induire une angiogenèse spécifique avant 

même l’arrivée des cellules tumorales, préparant ainsi l’environnement pour l’implantation et la 

prolifération des métastases (Peinado et al., 2017). Les thérapies anti-angiogéniques visent à bloquer cette 

vascularisation anormale afin de priver la tumeur de nutriments et d’oxygène, limitant ainsi sa croissance 

et sa dissémination. Des inhibiteurs de VEGF, comme le bévacizumab (Avastin) ont montré une efficacité 

clinique en ralentissant la progression de certains cancers métastatiques (Hurwitz et al., 2004). Cependant, 

l’efficacité des traitements anti-VEGF reste limitée par l’émergence de mécanismes de résistance. En 

réponse à l’inhibition de l’angiogenèse classique, certaines tumeurs adoptent des stratégies alternatives pour 

assurer leur apport en oxygène et en nutriments (Sharma et al., 2023). 

 

Parmi ces mécanismes alternatifs, le mimétisme vasculogénique (MV) représente une voie singulière par 

laquelle les cellules tumorales acquièrent des propriétés endothéliales, leur permettant de former des 

structures vasculaires indépendantes de l’angiogenèse classique. (Lapkina et al., 2023). Contrairement à la 

néovascularisation dépendante des cellules endothéliales, le mimétisme vasculogénique implique la 

plasticité phénotypique des cellules cancéreuses elles-mêmes, leur conférant un avantage sélectif dans des 

conditions de stress hypoxique et sous pression thérapeutique. 
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Tableau 1.3 Régulateurs endogènes de l’angiogenèse 

 

 

 

Principaux régulateurs endogènes de l’angiogenèse, regroupés selon leur activité pro- ou anti-angiogénique. 

Les facteurs pro-angiogéniques comme VEGF, FGF ou les angiopoïétines favorisent la croissance, la 

migration et la différenciation des cellules endothéliales, soutenant ainsi la formation de néovaisseaux. À 

l’inverse, les régulateurs anti-angiogéniques tels que la thrombospondine-1, l’endostatine ou l’interféron 

α/β freinent ce processus, limitant ainsi l’expansion vasculaire. L’équilibre entre ces deux groupes est 

essentiel pour le contrôle physiologique de l’angiogenèse et son dérèglement constitue une signature clé du 

développement tumoral. 

 

(Adapté de Debnath, et al., 2021)  
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1.1.5 Mimétisme vasculogénique: définitions, mécanismes et implications biologiques 

 

Le VM représente un phénomène important dans la progression tumorale, où certaines cellules cancéreuses, 

en particulier les plus agressives, acquièrent la capacité de former des structures vasculaires 

indépendamment des cellules endothéliales classiques. Cette découverte, initialement rapportée en 1999 

par Maniotis et ses collaborateurs dans le mélanome, a profondément bouleversé la compréhension des 

mécanismes de vascularisation tumorale. (Maniotis et al., 1999) Le VM met en lumière la plasticité 

phénotypique des cellules tumorales, qui peuvent adopter des caractéristiques endothéliales et organiser un 

réseau pseudo-vasculaire favorisant la perfusion tumorale (Hendrix et al., 2016). 

 

Ce processus repose sur l’activation de plusieurs voies moléculaires clés, impliquant des facteurs de 

signalisation spécifiques qui confèrent aux cellules cancéreuses une capacité à remoder leur 

microenvironnement. Contrairement aux cellules endothéliales, les cellules impliquées dans le VM 

n’expriment pas les marqueurs endothéliaux classiques tels que CD31 ou le facteur de von Willebrand 

(Marques Dos Reis et al., 2022). Elles conservent leur identité tumorale tout en adoptant une organisation 

pseudo-vasculaire facilitée par le remodelage de la matrice extracellulaire, notamment via la sécrétion de 

laminine et l’activation des MMPs. La VE-cadhérine (CD144), bien qu’habituellement restreinte aux 

cellules endothéliales, est parfois exprimée de manière aberrante dans les tumeurs présentant du VM, 

suggérant un rôle dans l’interaction cellulaire et la structuration des canaux vasculaires, mais son 

implication exacte reste controversée (Sun et al., 2025). 

 

Le VM repose sur des voies de signalisation spécifiques qui confèrent aux cellules tumorales une plasticité 

phénotypique leur permettant de remodeler leur microenvironnement. Des régulateurs clés tels que l’EPH 

receptor A2 (EPHA2), la famille de gènes phosphoinositide 3-kinase (PI3K), la Protein Tyrosine Kinase 2 

(PTK2) et les MMPs orchestrent les interactions entre les cellules tumorales et la matrice extracellulaire, 

facilitant ainsi la formation des structures pseudo-vasculaires (Li et al., 2017). Ce phénomène est 

particulièrement observé dans les cancers agressifs tels que les glioblastomes, le mélanome, les sarcomes 

et certains cancers du sein triple négatif (Delgado-Bellido et al., 2023). 

 

Le VM favorise la résistance aux thérapies anti-angiogéniques ciblant le VEGF, car il permet la perfusion 

tumorale indépendamment de la néoangiogenèse classique. D’autre part, il est associé à une agressivité 

accrue et à un mauvais pronostic, en favorisant l’invasion cellulaire, la dissémination métastatique et 

l’échappement immunitaire. (Pandiar et al., 2023) Des études récentes suggèrent même que les cellules 
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impliquées dans le VM interagissent avec les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral, 

contribuant ainsi à l’établissement d’un milieu immunosuppressif (Yang et al., 2023). 

 

Face à ces défis, les recherches actuelles s’orientent vers des stratégies combinatoires intégrant l’inhibition 

des voies moléculaires impliquées dans le VM avec les thérapies anti-angiogéniques et 

immunothérapeutiques. De nouvelles approches ciblant la plasticité cellulaire, l’interaction avec la matrice 

extracellulaire et la signalisation adaptative des cellules tumorales pourraient permettre de contourner les 

résistances thérapeutiques et d’améliorer l’efficacité des traitements (Dudley et al., 2023). 

 

Ainsi, la découverte du VM représente une avancée majeure dans la compréhension de la progression 

tumorale et ouvre la voie de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant non seulement la vascularisation, 

mais également la plasticité phénotypique des cellules cancéreuses. Une illustration schématique de ce 

processus est présentée à la figure 1.5. 

 

Cette remarquable plasticité des cellules tumorales, largement observée dans les tumeurs agressives, repose 

sur des altérations profondes de l’identité cellulaire, facilitant l’adaptation au microenvironnement tumoral. 

Dans un contexte plus large, le remodelage du phénotype cellulaire s’inscrit dans un continuum de plasticité 

cellulaire où d’autres mécanismes, comme l’EMT sont clés. En effet, si le VM permet de suppléer à la 

vascularisation, l’EMT leur confère l’avantage migratoire et invasif permettant aux cellules d’acquérir des 

caractéristiques mésenchymateuses. Ces deux processus, bien que distincts, partagent des régulateurs 

communs et sont souvent observés dans les tumeurs les plus agressives. Un résumé comparatif des 

principales différences entre l’angiogenèse classique et le VM est présenté au tableau 1.4. (Liu et al., 2016). 
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Figure 1.5. Illustration schématique du mimétisme vasculogénique. Les cellules tumorales agressives 

forment des canaux pseudo-vasculaires dépourvus de cellule endothéliale sous l’effet de facteurs pro-

angiogéniques, permettant la perfusion indépendante des vaisseaux sanguins traditionnels. Ces réseaux sont 

généralement PAS-positifs et laminine-positifs. Ce type d’organisation est associé à l’agressivité accrue 

des tumeurs et à la dissémination métastatique. Les cellules impliquées imitent un phénotype endothélial 

tout en gardant leur origine tumorale.  

 

(Adapté de Hendrix et al., 2003) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

20 

Tableau 1.4. Comparaison entre l’angiogenèse classique et le VM dans le contexte tumoral. 

 

 

Ce tableau met en contraste les mécanismes, les acteurs moléculaires et les implications biologiques de 

l’angiogenèse classique dépendante des cellules endothéliales et du VM, où une vascularisation tumorale 

est assurée par des cellules cancéreuses plastiques. 

 

(Adapté de Delgado-Bellido et al., 2017) 

 

 

1.1.6 La transition épithélio-mésenchymateuse 

 

La TEM est un programme orchestré par des signaux du microenvironnement tumoral et une cascade de 

régulateurs transcriptionnels tels que le zinc finger protein (SNAIL), zinc finger protein SNAI2 (SLUG), 

twist family bHLH transcription factor 1 (TWIST) et zinc finger E-box-binding homeobox 1 et 2 (ZEB1/2), 

qui inhibent l’expression de protéines d’adhésion épithéliales comme l’epithelial cadherin (E-cadhérine) et 

induisent des marqueurs mésenchymateux tels que la vimentine, la neural cadherin (N-cadhérine) et la 

fibronectine. (Bed et al., 2024, Liu et al., 2025). Cette transition est déclenchée par des facteurs solubles, 

notamment le transforming growth factor beta (TGF-ß), Wnt, et les cytokines inflammatoires, ainsi que par 

des interactions avec le microenvironnement tumoral, en particulier via les fibroblastes associés au cancer 

(CAFs) et les macrophages (Jia et al., 2025). 

 

Mimétisme vasculogénique (VM)
Angiogenèse classique (endothélium 

dépendante)
Caractéristiques

Cellules tumorales agressivesCellules endothélialesCellules impliquées

VE-cadhérine (non-vasculaire), EphA2, 

MMPs
CD31, CD34, VE-cadhérine (endothéliale)Marqueurs moléculaires typiques

Réseaux PAS+/laminine+ dépourvus de 

cellules endothéliales
Capillaires endothéliaux avec lumièreStructure formée

Hypoxie, Notch, PI3K, Twist1, HIF1α, VE-

cadhérine
VEGF, FGF, HIF1α, bFGFInducteurs principaux

SiRNA VE-cadhérine, inhibiteurs Notch, 

PI3K
Anti-VEGF, angiostatine, endostatineInhibiteurs connus

Résistance aux thérapies, dissémination 

métastatique
Apport en oxygène et nutrimentsRôle dans la progression tumorale

Faiblement sensible, contournement 

thérapeutique
Sensible aux anti-VEGFRéponse aux thérapies anti-angiogéniques
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En favorisant la migration et l’invasion, l’EMT permet aux cellules tumorales l’intravasion puis 

l’extravasion tels que décrit précédemment. Cependant, dans les métastases, une transition mésenchymo-

épithéliale (MET) inverse peut également survenir, favorisant la formation de macrométastases en 

restaurant une adhésion intercellulaire et en facilitant l’implantation tumorale. Cette plasticité dynamique 

entre EMT et MET est un facteur clé de l’hétérogénéité tumorale et de l’adaptabilité des cellules 

cancéreuses (Bangarh et al., 2024) 

 

Comme le VM, l’EMT est associée à une résistance accrue aux traitements, notamment aux chimiothérapies 

et aux thérapies ciblées, en raison de l’activation des voies de survie telles que PI3K/AKT/mTor, NF-kB, 

JAK/STAT3 ou encore la voie Hippo et d’une diminution de la prolifération cellulaire. De plus, elle 

contribue au développement des cellules souches cancéreuses (CSC), un sous-groupe de cellules tumorales 

capables de regénérer la tumeur, même après des traitements agressifs. (Liu et al., 2013). Cibler l’EMT 

représente toujours l’un des défis majeurs pour limiter la progression métastatique, le développement du 

VM et améliorer l’efficacité des traitements anticancéreux qui ciblent principalement les cellules 

prolifératives sans arriver à totalement cibler les cellules tumorales quiescentes ou disséminées (Ran et al., 

2024). En effet, les cellules ayant subi une EMT ne sont pas fortement prolifératives. Elles adoptent plutôt 

une stratégie adaptative : réduction de la prolifération à court terme pour privilégier la migration, l’invasion 

et la survie, suivie d’une possible réactivation proliférative une fois implantées dans un nouveau site 

métastatique. Ce processus dynamique et réversible complique leur élimination par des thérapies 

conventionnelles ciblant principalement les cellules en cycle actif (Nieto et al., 2016; Morel & Ouzounova, 

2025). Les voies de signalisation principalement interconnectées entre le VM et l’EMT sont répertoriées 

dans le tableau 1.5. 

 

Dans les tumeurs solides et notamment les tumeurs cérébrales, l’EMT est très souvent associé aux 

mécanismes d’adaptation tumorale. Parmi ceux-ci, on retrouve le VM et la modulation du 

microenvironnement tumoral, deux processus qui contribuent à remodeler l’écosystème tumoral (figure 

1.6.). Ces mécanismes favorisent la formation de niches tumorales agressives, capables de soutenir la 

survie, l’invasion et la dissémination des cellules cancéreuses. Cette dynamique est particulièrement 

marquée dans le contexte des tumeurs du système nerveux central (SNC), où les contraintes uniques 

imposées par la barrière hémato-encéphalique (BHE) et la forte densité cellulaire influencent profondément 

l’évolution tumorale et favorisent des stratégies d’adaptation spécifiques (Sharma et al., 2023; Arvanitis et 

al., 2020). 
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Figure 1.6. Contribution du microenvironnement tumoral et de la TEM à la formation du VM. Les effets 

du microenvironnement tumoral sur la formation du VM, mettant en évidence les liens entre les facteurs de 

transcription associés à la TEM, l’expression de marqueurs endothéliaux et les signaux induits par les 

cellules stromales. La plasticité cellulaire et les voies de signalisation activées dans le microenvironnement 

tumoral favorise l’émergence de cellules tumorales à phénotype pseudo-endothélial capables de VM. Ce 

processus contribue à la néovascularisation indépendante de l’endothélium classique et à la progression des 

tumeurs agressives. Il est important de souligner que les gènes représentés dans la figure tels que N-

cadherin, EphA2, FAK entre autres sont présentés à titre d’exemples car ils ont été documentés dans le 

processus du VM. Ils ne constituent pas des biomarqueurs spécifiques ni exclusifs aux interactions 

tumorales pro-VM décrites dans cette figure. 

 

(Adapté de Hernandez de la Cruz et al., 2020) 
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Tableau 1.5. Principales voies de signalisation impliquées dans le VM et la TEM. 

 

 

 

Ces voies, souvent interconnectées, jouent un rôle crucial dans la progression tumorale en favorisant la 

plasticité cellulaire, la migration, l'invasion et la formation de structures vasculaires indépendantes des 

cellules endothéliales. 

 

(Adapté de Tang et al., 2014) 

  

Implication dans le VMImplication dans la TEMVoie de signalisation

Favorise le VM en induisant la 

plasticité cellulaire et la 

dédifférenciation.

Induit la TEM via l'activation de 

facteurs de transcription tels que 

SNAIL, SLUG, ZEB1/2 et TWIST.
TGF-β

Contribue au VM en favorisant la 

plasticité cellulaire et la formation 

de structures vasculaires.

Active la TEM en stabilisant β-

caténine, conduisant à l'expression 

de gènes mésenchymateux.
Wnt/β-caténine

Impliqué dans le VM en régulant la 

dédifférenciation et la formation de 

structures vasculaires.

Maintient les caractéristiques des 

cellules souches et favorise la 

TEM.

Notch/Nodal

Participe au VM en régulant la 

plasticité cellulaire et la formation 

de structures vasculaires.

Active la TEM en favorisant la 

survie et la migration cellulaire.
PI3K/AKT

Favorise le VM en activant des 

gènes associés à la formation de 

structures vasculaires.

Induit la TEM en réponse à des 

conditions hypoxiques.
Hypoxie (HIF-1α)

Cruciale pour le VM en facilitant 

la formation de structures 

vasculaires indépendantes des 

cellules endothéliales.

Non directement impliquée dans la 

TEM.
VE-cadhérine/EphA2

Essentielles pour le VM en 

remodelant la matrice 

extracellulaire pour permettre la 

formation de structures vasculaires.

Dégradent la matrice 

extracellulaire, facilitant la 

migration cellulaire lors de la 

TEM.

MMPs (MMP-2, MMP-9)
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1.2 Les tumeurs cérébrales 

 

1.2.1 Catégorisation 

 

Les tumeurs cérébrales représentent un défi majeur en oncologie en raison de leur hétérogénéité 

moléculaire, de leur capacité d’adaptation et de leur localisation dans un environnement hautement 

spécialisé. Contrairement aux autres tumeurs solides, celles du système nerveux central doivent contourner 

des obstacles biologiques uniques, tels que la barrière hémato-encéphalique tout en exploitant des 

mécanismes spécifiques de croissance, d’invasion et de résistance thérapeutique (Shulz & Prinz., 2025). 

 

Les tumeurs cérébrales regroupent une grande diversité de pathologies qui diffèrent par leur origine 

cellulaire, leur comportement biologique et leur degré d’agressivité. Elles sont généralement classées en 

tumeurs primaires, qui prennent naissance dans le SNC et en tumeurs secondaires ou métastatiques, qui 

résultent de la dissémination de cancers d’autres organes vers le cerveau. On distingue également les 

tumeurs bénignes qui sont généralement bien délimitées et à croissance lente, bien que leur localisation 

puisse entraîner des complications neurologiques, des tumeurs malignes, telles que les glioblastomes, 

tumeurs infiltrantes, évolutives et associées à un pronostic défavorable (Wong et al., 2025). 

 

L’hétérogénéité des tumeurs cérébrales rend leur classification essentielle pour orienter le diagnostic et les 

choix thérapeutiques. Les tumeurs primaires se développent directement à partir des cellules du SNC. Elles 

comprennent, entre autres, les gliomes, les méningiomes, les médulloblastomes et les tumeurs des plexus 

choroïdes. Les tumeurs secondaires résultent de la dissémination de cancers extracérébraux tels que le 

cancer du poumon, du sein et du mélanome (Classification of tumors of CNS, World Health Organization, 

2021). 

 

Cette diversité des tumeurs cérébrales peut être résumée par une classification simplifiée basée sur leur 

origine au Tableau 1.6. Pour une catégorisation plus rigoureuse et standardisée, la classification 2021 de 

l’OMS, qui intègre à la fois les critères histopathologiques et moléculaires, permet une stratification 

diagnostique plus précise des tumeurs du SNC en figure 1.7. 
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Tableau 1.6. Principaux types de tumeurs cérébrales selon leur origine, leur localisation et leur 

comportement biologique. 

 

 

 

Ce tableau présente une synthèse des principales tumeurs cérébrales classées selon leur origine cellulaire, 

leur localisation et leur comportement (bénin ou malin). Des éléments cliniques et pathologiques distinctifs 

sont résumés et visent à illustrer l’hétérogénéité des tumeurs du système nerveux central et la nécessité 

d’une approche personnalisée pour le diagnostic et le traitement. Ce tableau n’inclut pas les tumeurs du 

tronc cérébral et de la moelle épinière. 

 

 

1.2.2 Classification des gliomes 

 

La classification moléculaire des gliomes est un domaine en constante évolution qui a profondément 

modifié la prise en charge de ces pathologies dans les dernières années. Les gliomes constituent le type le 

plus fréquent de tumeurs cérébrales primaires du SNC et regroupent plusieurs caractéristiques distinctes. 

La classification la plus couramment utilisée est celle de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Cette 

classification repose principalement sur les critères histopathologiques et les altérations géniques des 

RemarquesComportement tumoralLocalisation fréquenteOrigine cellulaireType de tumeur

Tumeur la plus fréquente chez 

l’adulte ; hautement infiltrante
Malin (ex. glioblastome)Hémisphères cérébraux

Cellules gliales (astrocytes, 

oligodendrocytes)
Gliome

Généralement bien délimité ; 

parfois agressif selon le grade 

histologique
Bénin à malin

Convexité cérébrale, base du 

crâne
Cellules méningéesMéningiome

Fréquent chez l’enfant ; forte 

capacité de dissémination 

leptomeningée
MalinFosse postérieure (cervelet)Cellules neuroectodermiquesMédulloblastome

Rare ; peut provoquer 

hydrocéphalie par obstruction
Bénin ou malin

Ventricules latéraux (enfant) ou 

4e ventricule (adulte)
Cellules épithéliales des plexusTumeur des plexus choroïdes

Résulte de la dissémination 

hématogène d’un cancer 

primaire

MalinJonctions cortico-sous-corticales
Cellules extracérébrales 

(poumon, sein, mélanome…)
Tumeur métastatique
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tumeurs et permet de les stratifier selon leur grade de malignité, allant des tumeurs bénignes de grade I aux 

tumeurs hautement agressives de grade IV. 

 

Parmi les tumeurs gliales, qui représentent environ 80% des tumeurs malignes du cerveau, on distingue 

plusieurs sous-types : 

- Astrocytomes : issus des astrocytes, ils se déclinent en plusieurs grades selon leur agressivité. 

- Oligodendrogliomes : caractérisés par des mutations spécifiques comme la co-délétion 1p/19q, 

souvent associés à une meilleure réponse aux traitements. 

- Épendymomes : tumeurs dérivées des cellules épendymaires, pouvant affecter aussi bien l’enfant 

que l’adulte, souvent associées aux ventricules cérébraux. 

 

Depuis les révisions de 2016 à 2021 de la classification par l’OMS, l’analyse moléculaire est devenue le 

critère principal pour différencier les gliomes et affiner les pronostics. Cette analyse intègre la détection de 

différentes mutations telles que l’isocitrate déshydrogénase (IDH). Les gliomes dits IDH-mutants, 

comprenant les astrocytomes et les oligodendrogliomes, ont un meilleur pronostic et une progression plus 

lente. Les gliomes IDH-wildtype sont souvent agressifs, on y retrouve les glioblastomes. Les 

oligodendrogliomes sont caractérisés par la co-délétion 1p/19q et présentent une meilleure sensibilité aux 

traitements chimiothérapeutiques. Les altérations du promoteur telomerase reverse transcriptase (TERT) et 

mutations de TP53, principal gène suppresseur de tumeurs impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire et 

l’induction de l’apoptose, ou alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked (ATRX), gène 

impliqué dans le remodelage de la chromatine et le maintien de la stabilité télomérique sont, elles 

caractéristiques des astrocytomes IDH-mutants. 

 

L’activation du promoteur de TERT est fréquente dans les glioblastomes et est un facteur d’un mauvais 

pronostic car elle entraîne une activité télomérase accrue favorisant la prolifération cellulaire et 

l’immortalisation tumorale. Enfin, l’hyperméthylation du promoteur O6-methylguanine-DNA 

methyltransferase (MGMT), une enzyme de réparation de l’ADN qui élimine les adduits alkylants et 

améliore la sensibilité aux chimiothérapies alkylantes comme le témozolomide (Arita et al., 2016). 

 

L’intégration des biomarqueurs moléculaires dans la pratique clinique a révolutionné la prise en charge des 

gliomes en permettant une approche plus personnalisée et optimisée du traitement. Désormais, un gliome 

présentant une codélétion 1p/19q sera traité complètement différemment d’un glioblastome de type IDH-

wildtype par exemple (Arita et al., 2020). 
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Figure 1.7. Classification des tumeurs du système nerveux central selon l’OMS 2021. Principales catégories 

de tumeurs du système nerveux central selon la 5e édition de la classification de l’OMS (2021). Cette 

classification intègre des critères histopathologiques et moléculaires, permettant une stratification 

diagnostique plus précise. Les nouvelles entités tumorales introduites dans cette édition sont indiquées en 

gris. 

 

(Adapté de McNamara et al., 2022) 

 

 

1.2.3 Glioblastomes 

 

Les glioblastomes (GBM) représentent la forme la plus agressive des gliomes et constituent environ 50% 

des tumeurs malignes du SNC. Ils sont classés grade IV selon la classification de l’OMS notamment en 

raison de leur forte prolifération, de leur infiltration diffuse dans le parenchyme cérébral et de leur potentiel 

élevé de récidive limitant les options thérapeutiques (Belghali et al., 2021). 
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Les statistiques de survie illustrent la gravité du pronostic associé au GBM. Au Canada, 4,5 personnes sur 

100 000 sont diagnostiquées chaque année. De celles-ci le taux de survie à cinq ans est de 4,0%. La survie 

médiane, c’est-à-dire le temps après lequel 50% des patients sont décédés, est d’environ 14 mois. Ces 

données, tirées de la National Brain Tumor Society, mettent en évidence la nature particulièrement 

agressive des GBM et soulignent l’urgence de développer des traitements plus efficaces pour améliorer le 

pronostic des patients. 

 

Au-delà de ces données nationales, les projections mondiales révèlent une hausse importante du nombre de 

cas attendus dans les prochaines décennies. Entre 2022 et 2045, le nombre de nouveaux cas de cancers du 

cerveau et du système nerveux central devrait augmenter de 47,5 %, passant de 321 731 à 474 457 cas 

annuels, selon les estimations de l’Agence internationale de recherche sur le cancer (CIRC/IARC), 

représentés aux figures 1.8 et 1.9 ainsi qu’au tableau 1.7. Cette croissance est principalement attribuable à 

l’augmentation et au vieillissement de la population mondiale, sans changement significatif du risque 

individuel mais représentera une charge croissante à considérer. 

 

Figure 1.8. Estimation du nombre de cas de cancers du système nerveux central dans le monde 2022-2050, 

chez les hommes et les femmes âgées de 0 à 85 ans. Projections du nombre de nouveaux cas de cancers du 
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cerveau et du système nerveux central à l’échelle mondiale entre 2022 et 2050, en distinguant les sexes. On 

observe une augmentation marquée des cas chez les hommes comme chez les femmes, principalement 

attribuée au vieillissement et à la croissance de la population mondiale. 

 

(Généré de l’outil de prédiction International Agency for Research on Cancer, 2025) 

 

 

Tableau 1.7. Projections mondiales du nombre de cas de cancers du cerveau et du système nerveux central 

entre 2022 et 2045. 

 

Site tumoral Nombre de cas 

en 2022 

Nombre de 

décès 2022 

Nombre de cas 

estimé en 2045 

Nombre de 

décès estimé 

en 2045 

Système nerveux 

central (Cerveau) 

321 731 248 500 474 457 383 00 

 

Ce tableau présente les estimations de l’augmentation du nombre de nouveaux cas et de décès de cancers 

du cerveau et du système nerveux central à l’échelle mondiale, entre 2022 et 2045. La variation observée 

(+47,5 %) est attribuée à l’augmentation de la population mondiale, sans changement majeur estimé du 

risque individuel au cours de cette période.  

 

(Généré de l’outil de prédiction International Agency for Research on Cancer, 2025) 
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Figure 1.9. Survie globale des patients atteints de glioblastome en fonction de l’âge, du traitement 

chirurgical et de la chimiothérapie. Taux de survie globale observé chez 363 adultes diagnostiqués avec un 

glioblastome entre janvier 2007 et décembre 2014. (A) Comparaison de la survie selon les groupes d’âge. 

(B) Impact du traitement chirurgical sur la survie. (C) Influence de la chimiothérapie et de la radiothérapie 

combinées sur la survie des patients. Ces données illustrent l'effet pronostique de certains facteurs cliniques 

sur l’issue du traitement chez les patients atteints de glioblastome. 

 

(Adapté de Bjorland et al., 2021) 

 

Sur le plan histologique, le GBM est caractérisé par une forte densité cellulaire, un pléomorphisme nucléaire 

marqué, des mitoses abondantes ainsi que des nécroses en pseudopalisades et une prolifération vasculaire 

aberrante. Cette néovascularisation favorise l’hypoxie tumorale et l’induction du VM, contribuant à son 

agressivité et la complexité des traitements à son égard. D’un point de vue moléculaire, l’analyse 

génomique a permis d’identifier des altérations clés dans les GBM, notamment les mutations des gènes 

TP53, RB transcriptional corepressor 1, codant la protéine du rétinoblastome, régulatrice de la progression 

G1/S du cycle cellulaire (RB1) et phosphatase and tensin homolog, gène suppresseur de tumeur impliqué 

dans la régulation négative de la voie PI3K/AKT (PTEN) affectant les voies de prolifération et suppression 

tumorale. L’amplification du gène epidermal growth factor receptor (EGFR), conduisant à une activation 

constitutive de la signalisation pro-survie ainsi qu’à l’activation aberrante des voies PI3K/AKT/mTOR et 

MAPK, favorisant la chimiorésistance. L’hétérogénéité inter- et intra-tumorale du GGM ne complexifie 

que davantage son traitement, limitant l’efficacité des approches thérapeutiques classiques (Dixit et al., 

2025). Malgré une prise en charge multimodale, la survie médiane des patients reste de l’ordre de 5% pour 

la survie au-delà de cinq ans. La résistance intrinsèque et adaptative aux traitements est le défi majeur et 

demeure une priorité en recherche oncologique, motivant le développement de nouvelles stratégies ciblées, 

notamment les immunothérapies, les inhibiteurs de voies de signalisation et les thérapies basées sur la 

modulation du microenvironnement tumoral. 

 

 

1.2.4 Mécanismes de chimiorésistance et adaptation métabolique  

 

Les patients atteints de GBM démontrent souvent une chimiorésistance au témozolomide (TMZ), traitement 

de première ligne. Cette résistance est l’un des principaux obstacles cliniques et repose sur l’activation des 

mécanismes de réparation de l’ADN, en particulier par la surexpression de l’O6-méthylguanine-ADN-
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méthyltransférase (MGMT). Cette enzyme est capable de neutraliser l’effet cytotoxique du TMZ, rendant 

les cellules insensibles aux traitements. Par ailleurs, des anomalies dans les voies de réparation de l’ADN, 

notamment le système de réparation des mésappariements (MMR) et des mutations affectant p53, 

permettent aux cellules tumorales de contourner les dommages génotoxiques et de maintenir leur 

prolifération malgré l’agression thérapeutique (Dixit et al., 2025). 

 

Parallèlement, les GBM adaptent leur métabolisme pour survivre à des conditions hostiles, notamment en 

réponse à l’hypoxie et à la privation de nutriments. Ils exploitent l’effet Warburg, une dépendance à la 

glycolyse aérobie même en présence d’oxygène. Cette caractéristique permet de générer rapidement de 

l’énergie et des intermédiaires métaboliques essentiels à la croissance cellulaire. Cette flexibilité 

métabolique utilise des substrats alternatifs tels que le lactate, les acides gras et la glutamine, afin 

d’optimiser la survie tumorale et de modifier le programme énergétique en fonction des ressources 

disponibles (D’aprile et al., 2025). 

 

Au-delà des altérations génétiques, l’hétérogénéité transcriptionnelle intra-tumorale du GBM constitue un 

facteur clé de sa résistance aux traitements. Des analyses de transcriptomique unicellulaire ont permis 

d’identifier plusieurs modules fonctionnels au sein d’une même tumeur, incluant des signatures d’hypoxie, 

de prolifération, de réponse immunitaire ou encore de différenciation oligodendrocytaire (Figure 1.10.) 

Cette hétérogénéité reflète une plasticité cellulaire extrême, permettant à différentes sous-populations 

tumorales d’adopter des stratégies distinctes de survie et d’adaptation. 

 

Face à ces défis, il devient impératif de mieux comprendre ces processus d’adaptation pour développer de 

nouvelles approches thérapeutiques capables de contrer ces mécanismes de survie et d’améliorer l’efficacité 

des traitements existants. Une synthèse des principaux mécanismes moléculaires impliqués dans la 

résistance aux traitements est présentée dans le tableau 1.8.  
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Figure 1.10. Hétérogénéité transcriptionnelle intratumorale dans le glioblastome. Hétérogénéité 

transcriptionnelle des cellules tumorales isolées de glioblastomes humains. Une analyse non biaisée par 

composantes principales et regroupement hiérarchique a permis d’identifier quatre modules 

transcriptionnels cohérents : un module d’hypoxie, un module immunitaire/complémentaire, un module 

oligodendrocytaire, et un module lié au cycle cellulaire (A). Les cartes de chaleur (B et C) montrent la 

variabilité de l’expression génique associée au cycle cellulaire et à l’hypoxie au sein des cellules 

individuelles. Cette hétérogénéité fonctionnelle intra-tumorale contribue à la plasticité cellulaire, à la 

résistance aux traitements et à l’échec des thérapies standards dans le GBM. Ces observations renforcent 

l’importance d’approches ciblées intégrant cette diversité transcriptionnelle pour améliorer la réponse 

thérapeutique.  

 

(Adapté de : Patel et al., 2014) 
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Tableau 1.8. Mécanismes moléculaires principaux de résistance aux traitements dans le GBM. 

 

 

Les principaux mécanismes impliqués dans la chimiorésistance des GBM dans la littérature scientifique 

incluent les voies de réparation de l’ADN, la signalisation pro-survie, l’adaptation à l’hypoxie ainsi que la 

plasticité transcriptionnelle et métabolique. Ces mécanismes contribuent à l’échec des traitements 

conventionnels.  

 

 

1.2.5 Défis et traitements 

 

La résection chirurgicale constitue généralement la première étape et vise à retirer un maximum de la 

tumeur tout en préservant les fonctions neurologiques du patient. Cependant, en raison de l’infiltration 

diffuse des cellules tumorales dans le parenchyme cérébral, une exérèse complète est très souvent, voir 

toujours impossible, laissant alors derrière elle des cellules malignes. Cette population résiduelle est la 

cause des récidives et progressions de la maladie (Pichardo-Rojas et al., 2025). L’utilisation récente des 

techniques avancées comme l’imagerie peropératoire par fluorescence (5-ALA), permet de mieux visualiser 

les marges tumorales, ou encore la stimulation cérébrale en chirurgie éveillée, a permis d’optimiser les 

résultats et réduire les déficits neurologiques (Olgiwara et al., 2025). 
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La radiothérapie fractionnée est administrée pour détruire les cellules résiduelles, associée à la 

chimiothérapie TMZ constitue le traitement standard, améliorant légèrement la survie médiane des patients, 

en particulier lorsque le promoteur de MGMT est méthylé. Malgré ces stratégies, la majorité des patients 

rechutent en raison des mécanismes de chimiorésistance intrinsèques des cellules de GBM, notamment 

l’activation des voies de survie alternatives et la persistance d’une population de cellules souches tumorales 

résistantes. Le tableau 1.9 présente les limites principales des traitements conventionnels. 

 

Face aux limites des traitements conventionnels, de nouvelles stratégies sont explorées. Les inhibiteurs de 

points de contrôle immunitaires, comme les anti-programmed cell death protein 1 (PD-1) et anti-cytotoxic 

T-lymphocyte–associated protein 4 (CTLA-4), ont montré un succès limité en raison du 

microenvironnement immunosuppressif des GBM. Les thérapies cibles visant les mutations spécifiques 

telles que EGFRvIII, PI3K ou l’isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) ont produit des résultats encourageants 

mais restent limitées par l’hétérogénéité tumorale et l’apparition très rapide de métastases (Zhu et al., 2025). 

Des équipes de recherche ont mis au point dans les dernières années des virus oncolytiques, ayant pour but 

d’infecter et tuer les cellules tumorales, ou encore l’utilisation de champs électriques précis de type Optune, 

perturbant la division cellulaire des cellules cancéreuses. 

 

Malgré les avancées scientifiques, le GBM est un cancer incurable, et l’identification de nouvelles 

approches thérapeutiques capables de contourner sa plasticité et sa résistance demeure un énorme défi en 

neuro-oncologie.  

 

 

Figure 1.11 Stratégies thérapeutiques actuelles du GBM. Les options thérapeutiques conventionnelles 
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telles que la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie ainsi que le développement d’approches 

innovantes telles que l’immunothérapie et les thérapies ciblées. 

 

(Figure créée à l’aide de BioRender, Marie-Eve Roy) 

 

 

Tableau 1.9. Principales limites des approches thérapeutiques conventionnelles les plus utilisées dans le 

GBM. 

 

 

Ce tableau illustre les principales limites des approches thérapeutiques standards dans le traitement du 

GBM. L’infiltration cellulaire limite l’efficacité de la chirurgie tandis que la chimiorésistance et les 

adaptations du microenvironnement réduisent l’impact des traitements adjuvants. La méthylation du 

promoteur de MGMT est un facteur également important pour prédire la réponse du patient au TMZ. 

 

 

1.2.6 Modèles cellulaires de tumeurs cérébrales 

 

Pour mieux étudier ces mécanismes biologiques et développer des stratégies thérapeutiques efficaces, il est 

essentiel de disposer de modèles expérimentaux représentatifs de la réalité clinique. Les modèles cellulaires 

jouent un rôle clé dans l’étude des processus tumoraux, permettant d’explorer les interactions entre les 

cellules cancéreuses et leur microenvironnement, de tester les nouvelles thérapies et identifier les cibles 

moléculaires potentielles et exploitables. Les différents modèles présentent des avantages et des limites à 

considérer pour garantir la transposabilité optimale des résultats aux conditions in vivo. Parmi ces modèles, 

les lignées cellulaires de GBM humains U87, U118, U138 et U251 sont les plus largement utilisées et 

présentent des caractéristiques distinctes. 

 

Conséquence cliniqueLimite principaleModalité thérapeutique

Cellules résiduelles responsables de la récidive
Infiltration tumorale → exérèse complète 

impossible
Chirurgie

Efficacité partielle, rechute fréquente
Résistance radio-induite de certaines sous-

populations tumorales
Radiothérapie

Réparation de l’ADN → réduction de l’effet 

cytotoxique du TMZ

Surexpression de MGMT ou absence de 

méthylation du promoteur
Chimiothérapie (TMZ)
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La lignée U87, isolée des GBM humains est la plus employée dans la littérature scientifique. Elle est un 

modèle de référence pour l’évaluation des thérapies ciblées. Les lignées U118 et U138, présentent des 

altérations génétiques distinctes influençant leur comportement tumoral. U118 est caractérisée par 

l’absence de mutation PTEN, activation constitutive de certaines voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération et la résistance thérapeutique. La lignée U138 montre une sensibilité très variable aux 

traitements, un modèle pertinent pour l’étude des mécanismes de réponse aux agents chimiothérapeutiques. 

La lignée U251 se démarque par son origine astrocytaire et ses mutations affectant des voies clés de la 

tumorigène, notamment la signalisation EGFR et la régulation du cycle cellulaire. Elle est souvent utilisée 

pour évaluer la réponse aux thérapies combinées et pour modéliser les interactions entre les cellules 

tumorales et leur microenvironnement. 

 

On retrouve également d’autres lignées cellulaires telles que les T98G, résistantes au TMZ, modèle 

pertinent pour la chimiorésistance et présentant une mutation de TP53, souvent retrouvée dans les GBM. 

Les A172, HS683, LN229 sont d’autres exemples de lignées moins fréquemment utilisées mais pertinentes 

pour étudier les modifications métaboliques des GBM. Les lignées U87, U118, U138 et U251 restent 

présentement des outils de choix pour le criblage pharmacologique et l’exploration des mécanismes 

fondamentaux du GBM tels que le VM. 

 

L’émergence de modèles plus sophistiqués, tels que les organoïdes dérivés de patients et les cultures en 

trois dimensions, permet d’approcher plus fidèlement la physiopathologie hétérogène de la tumeur. 

L’utilisation combinée de ces modèles permet une vision complète du GBM et permet l’amélioration des 

stratégies thérapeutiques ciblant les tumeurs hautement agressives (Gomez et al., 2019). Toutefois, une 

population particulière de cellules au sein des GBM attire l’attention croissante des chercheurs : les cellules 

souches cancéreuses (CSC). Celles-ci sont dotées d’une capacité d’auto-renouvellement et d’une plasticité 

phénotypique hors du commun, deux caractéristiques clés dans l’invasion et la chimiorésistance. Cette 

attention est portée aux modèles de CSC car ceux-ci sont plus représentatifs de la complexité tumorale. 

Dans le contexte du GBM, les CSC, notamment dérivées de cellules souches neurales ou 

mésenchymateuses, sont reconnues pour leur capacité d’auto-renouvellement et leur potentiel différenciatif, 

des caractéristiques clés dans la progression tumorale. Leurs implications dans le VM illustrent leur 

contribution à une néovascularisation alternative et à l’adaptation en conditions hypoxiques (Bou-Gharios 

et al., 2024). 
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1.3 Les cellules souches 

 

1.3.1 Définition et classification 

 

L’étude des cellules souches ne se limite pas aux cancers mais s’étend également à la biologie du 

développement et aux approches régénératives. Comprendre leurs caractéristiques et régulations est 

essentiel, que ce soit dans le contexte physiologique et pathologique. 

 

Elles sont classées en fonction de leur potentiel différenciatif tel que présenté à la figure 1.12. Les cellules 

souches embryonnaires (CSE) sont pluripotentes, c’est-à-dire capables de donner naissance à l’ensemble 

des types cellulaires de l’organisme. Les cellules souches adultes dites somatiques, sont multipotentes et 

restreintes à certaines lignées cellulaires. Parmi elles, les cellules souches mésenchymateuses (MSC) et les 

cellules souches neurales ont une importance particulière en médecine régénérative et en oncologie. Les 

MSC se retrouvent dans plusieurs tissus, notamment la moelle osseuse, le tissu adipeux et le cordon 

ombilical. Elles jouent un rôle clé dans la modulation immunitaire, dans la réparation tissulaire et 

l’homéostasie du microenvironnement cellulaire. Les cellules souches neurales, sont présentes dans 

certaines niches du cerveau adulte telles que la zone sous-ventriculaire et la zone sous-granulaire de 

l’hippocampe, or elles contribuent au renouvellement neuronal et glial. 
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Figure 1.12. Hiérarchie des cellules souches et potentiel différenciatif. Les différents types de cellules 

souches selon leur potentiel de différenciation respectif sont représentés. Parmi ces cellules multipotentes, 

figurent les MSC capables de se différencier en cellules osseuses, sanguines ou neuronales. Leur origine 

non embryonnaire et leur accessibilité en font des outils prometteurs en médecine régénérative. 

 

(Adapté de Rajalekshmi, et al. 2024) 

 

1.3.2 Cellules souches/stromales mésenchymateuses (MSC) 

 

Les MSC sont définies par leur capacité d’adhérence au plastique, leur morphologie fibroblastique et 

l’expression de marqueurs spécifiques comme CD73, CD90 et CD105. Elles n’expriment pas les marqueurs 

hématopoïétiques CD34 et CD45 mais possèdent une plasticité phénotypique leur permettant de se 

différencier en plusieurs types cellulaires, notamment les ostéoblastes, les adipocytes et les chondrocytes 

(Lyu et al., 2025; Molaei et al., 2025). 

 

Outre leur rôle dans la réparation des tissus endommagés, les MSC exercent des fonctions 

immunomodulatrices importantes. Elles interagissent avec les cellules immunitaires via la sécrétion de 

cytokines et de facteurs solubles. Ces propriétés en font des candidates prometteuses dans différentes 

thérapies cellulaires et dans l’ingénierie tissulaire. Dans un contexte tumoral, leur présence peut avoir des 

effets ambivalents favorisant parfois la suppression immunitaire bénéfique aux cellules cancéreuses, parfois 

la production de signaux pro-inflammatoires amplifiant la survie et la progression tumorale (Ju et al., 2025). 

 

 

Tableau 1.10. Critères d’identification des MSC selon l’ISCT. 

 

 

Ce tableau présente les critères principaux définis par l’International Society for Cellular Therapy (ISCT) 

pour l’identification des MSC en culture, incluant leur adhérence cellulaire, le profil immunophénotypique 

DescriptionCritère

Capacité des MSC à adhérer aux surfaces plastiques lors de la culture in vitroAdhérence au plastique

Expression positive : CD73, CD90, CD105

Expression négative : CD14, CD34, CD45, CD11b, CD79α, HLA-DR
Phénotype spécifique (cytométrie)

Capacité à se différencier in vitro en cellules ostéoblastiques, chondrocytaires et 

adipeuses
Potentiel de différenciation
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et la capacité de différenciation. Ces critères sont importants dans la compréhension des fonctionnalités des 

MSC utilisées en recherche et en thérapie cellulaire.  

 

 

1.3.3 Rôles dans la niche tumorale 

 

Les MSC jouent un rôle fondamental dans la régulation du microenvironnement par des mécanismes 

complexes de communication cellulaire et de plasticité phénotypique. Elles interagissent avec les cellules 

cancéreuses et les autres composants stromaux via des signaux solubles, des vésicules extracellulaires et 

des contacts cellulaires directs. Ces interactions influencent la progression tumorale et la réponse aux 

traitements (Starska-Kowarska, 2024). 

 

Ces cellules exercent leur influence principalement via les mécanismes de communication paracrine, tels 

que la sécrétion de cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance. Parmi ces nombreux médiateurs, 

le TGF-b, l’IL-6, le VEGF et le SDF-1 jouent un rôle clé dans l’angiogenèse, la migration cellulaire et 

l’évasion immunitaire des cellules tumorales. En sécrétant ces facteurs, les MSC favorisent le remodelage 

de la MEC et la formation d’un microenvironnement permissif à la croissance tumorale. Un aspect majeur 

de la communication paracrine est la sécrétion de vésicules extracellulaires (EVs), incluant les exosomes, 

les microvésicules. Ceux-ci transportent du matériel génétique tel que des ARNs non codants mais 

également des protéines et des lipides bioactifs pouvant transférer des signaux pro-tumoraux aux cellules 

cancéreuses modulant ainsi leur prolifération, leur plasticité et leur capacité à résister aux traitements.  Des 

études récentes ont montré que les exosomes dérivés des MSC peuvent contenir des microARNs (miR-21, 

miR-155, miR-146a…) impliqués dans la régulation d’une signalisation inflammatoire intéressante pour la 

survie des cellules tumorales (Ghoyal et al., 2025). Cette communication paracrine est schématisée à la 

figure 1.13. 

 

La plasticité cellulaire des MSC leur permet d’adapter leur fonction selon les signaux émis par la tumeur. 

Cette caractéristique leur permet d’influencer l’EMT et contribuer à la formation de structures néo-

vasculaires aberrantes favorisant l’hypoxie tumorale. De plus, cette plasticité leur permet d’adopter un 

phénotype immunosuppresseur, un avantage majeur dans l’échappement tumoral.  Elles peuvent alors 

inhiber l’activation des lymphocytes T cytotoxiques (CD8+), des cellules NK et des macrophages M1. Cela 

contribue à l’instauration d’un microenvironnement favorable à la croissance tumorale, et réduit d’emblée 

l’efficacité des traitements d’immunothérapies. Ce profil immunosuppressif des MSC dans la niche 
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tumorale, joue un rôle clé dans la chimiorésistance, l’adaptation métabolique et la modulation des voies de 

survie des cellules cancéreuses (Minev et al., 2024). 

 

 

 

Figure 1.13. Mécanismes de communication paracrine entre les MSC et les cellules tumorales. Illustration 

des interactions paracrines entre les MSC et les cellules tumorales au sein du microenvironnement tumoral. 

Les MSC sécrètent divers facteurs solubles tels que le TGF-ß, IL-6, VEGF ainsi que des vésicules 

extracellulaires (exosomes et microvésicules) contenant des microARNs. Ces facteurs influencent 

directement la prolifération, la migration, l’angiogenèse, l’évasion tumorale et la résistance aux traitements 

des cellules tumorales. 

 

(Adapté de Muralikumar, et al. 2021) 

 

 

1.3.4 Contribution au développement tumoral 

 

Au-delà de leur rôle dans la niche tumorale, les MSC sont connues pour exercer un rôle direct sur le système 

immunitaire via la sécrétion de la prostaglandine E2 (PGE2), l’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et TGF-

ß. Ces facteurs limitent la réponse inflammatoire et influencent directement les processus biologiques tels 

que la prolifération, l’invasion, la résistance aux traitements et la formation même de nouvelles niches 

métastatiques. Les interactions entre les MSC et l’EMT permettent l’acquisition d’un phénotype plus 

agressif et d’un remodelage important de la matrice extracellulaire disséminant plus facilement les cellules 

cancéreuses vers des sites éloignés. 
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La présence de MSC aux sites tumoraux a été documentée comme un élément activateur des voies de 

signalisation pro-survie (PI3K/AKT, NF-kB et Wnt/ß-caténine). L’expression aberrante de ces voies 

signalétiques permet aux cellules d’échapper aux effets cytotoxiques des traitements en renforçant leur 

résistance et compliquant la prise en charge clinique des patients. Enfin, la capacité des MSC à se 

reprogrammer et s’intégrer dans des niches métastatiques suggère qu’elles pourraient exercer un rôle dans 

la colonisation des organes distants et l’adaptation des cellules tumorales à de nouveaux environnements. 

L’ensemble de ces éléments fait des MSC des cibles thérapeutiques potentielles pour limiter la progression 

de cancers agressifs tels que les GBM et améliorer l’efficacité des traitements existants (Starska-Kowarska, 

2024). 

 

 

1.3.5 Support à la régénération tissulaire 

 

En raison de ces mêmes propriétés immunomodulatrices largement étudiées dans le microenvironnement 

tumoral, les MSC suscitent également un intérêt considérable en médecine régénérative. Leur capacité à 

sécréter des facteurs trophiques favorise la réparation tissulaire, ce qui a conduit à explorer leur utilisation 

dans des applications allant de la régénération osseuse et musculaire à la réparation de lésions 

neurologiques. La libération des cytokines et des EVs stimule la prolifération et la différenciation des 

cellules résidentes permettant de moduler l’inflammation et ainsi améliorer la vascularisation des tissus 

lésés ou hypoxiques. De plus, l’interaction entre MSC et cellules immunitaires permet de limiter la réponse 

inflammatoire excessive et favoriser l’environnement parfait à la régénération (Wu et al., 2024).  

 

Ce pouvoir régénératif et immunomodulateur leur confère un fort potentiel thérapeutique, mais celui-ci est 

à double tranchant dans un contexte tumoral. L’influence sur le microenvironnement peut soutenir la 

croissance tumorale plutôt que de la combattre. Les MSC induisent donc une dualité entre la régénération 

et la promotion tumorale encore peu étudiée et très importante dans la compréhension des mécanismes 

sous-jacents. L’ambiguïté fonctionnelle des MSC illustre la complexité de leur rôle en oncologie et en 

médecine régénérative. Cette dynamique pose une question importante dans les stratégies thérapeutiques 

qui pourraient exploiter leur potentiel tout en évitant leurs effets délétères dans des contextes de pathologies 

malignes (Nasiri et al., 2025). 
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1.3.6 MSC: microenvironnement tumoral et angiogenèse 

 

Le microenvironnement tumoral est dynamique et complexe où l’on retrouve les MSC interagissant avec 

les cellules cancéreuses, les cellules immunitaires, les fibroblastes, la MEC et le réseau vasculaire. Dans 

cet environnement, l’un des éléments critiques à l’agressivité tumorale est la néoangiogenèse. 

Contrairement à l’angiogenèse finement régulée lors du développement et de la cicatrisation, l’angiogenèse 

supportée par les MSC est souvent anarchique et caractérisée par des vaisseaux sanguins immatures, 

perméables et inefficaces favorisant alors un environnement hypoxique ainsi que l’instabilité tumorale (Han 

et al., 2025). 

 

Les MSC sécrètent des facteurs pro-angiogéniques pour supporter cette vascularisation tels que le VEGF, 

le bFGF et l’angiopoïétine-1 qui stimulent l’expansion du réseau vasculaire tumorale. Toutefois, l’effet des 

MSC ne se limite pas à cet effet paracrine. Des études récentes ont mis en évidence leur implication dans 

un processus contribuant fortement à l’agressivité tumorale : le mimétisme vasculogénique, où les cellules 

tumorales elles-mêmes adoptent des propriétés vasculaires pour supporter les déficiences d’un réseau 

sanguin classique. 

 

 

1.3.7 MSC et mimétisme vasculogénique 

 

Les MSC interviennent à plusieurs niveaux pour favoriser la régulation et la promotion du VM. Dans un 

premier temps, le même effet paracrine que décrit précédemment permet de moduler la sécrétion d’une 

vaste gamme de facteurs solubles ainsi que des exosomes pouvant moduler le comportement des cellules 

cancéreuses et initier le mimétisme vasculogénique. Le vascular endothelial growth factor (VEGF), l’IL-6 

et le TGF-ß ont été documentés comme étant impliqués dans le maintien du VM via la surexpression de 

gènes associés aux cellules endothéliales stimulant différentes voies de signalisation pro-survie. Parmi ces 

gènes, on retrouve le VEGF, stimulant les voies PI3K/AKT1/mTOR et MAPK/ERKm connues pour 

favoriser la plasticité cellulaire et la différenciation pseudo-endothéliale. 

 

Ensuite, la surexpression de TGF-ß permet une transition vers un phénotype vasculogénique en activant les 

voies Smad2/3 (Wei et al., 2021). La perte de l’identité tumorale classique est un élément clé pour 

l’adoption d’un phénotype plus plastique et invasif facilitant la formation de structures de type capillaire. 

De plus, les MSC en produisant des MMPs, contribuent activement à la dégradation de la MEC, ce qui 
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facilite le remodelage tissulaire et la formation des structures vasculaires dérivées des cellules tumorales 

(Gnao et al., 2025). La régulation de la laminine-5 (LAMA5) et de la thrombospondine-1 en sont de bons 

exemples, ils ont été récemment documentés comme en partis responsables de l’induction du VM (Tianli 

et al., 2025). Ces mécanismes sont résumés dans la figure 1.14 où on trouve les interactions entre le 

microenvironnement tumoral, les MSC, et la formation de structures vasculaires dérivées des cellules 

tumorales.  

 

En parallèle à la surexpression génique, les MSC sécrètent des exosomes contenant des miARN, des 

protéines et des ARN messagers capables de reprogrammer les cellules tumorales. Bien qu’étant un 

domaine de recherche nouveau, il a été documenté que certains miARNs comme miR-126 et miR-221 

régulent la signalisation impliquée dans la différenciation endothéliale des cellules tumorales (Lofty et al., 

2023). 

 

L’implication des MSC dans le support du VM dans un contexte oncologique confère une résistance accrue 

aux traitements conventionnels, en particulier aux thérapies anti-angiogéniques ciblant VEGF ou ses 

récepteurs (Rytlewski et al., 2015). En effet, lorsque l’angiogenèse classique est inhibée, le VM arrive à 

prendre le relai sans dépendre du réseau de vaisseaux endothéliaux. Cette particularité influence 

drastiquement l’efficacité de la chimiothérapie et radiothérapie. 
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Tableau 1.11. Comparaison des caractéristiques biologiques et moléculaires entre l’angiogenèse et le VM. 

 

 

 

Contrairement à l’angiogenèse, qui repose sur la prolifération de cellules endothéliales, le VM implique la 

capacité des cellules tumorales à former des structures vasculaires mimant les vaisseaux sanguins. Ce 

phénomène est observé dans plusieurs types de cancers agressifs, notamment le mélanome et le 

glioblastome, et est associé à une progression tumorale accrue, une hypoxie persistante et une résistance 

aux traitements. 

  

Mimétisme vasculaire (VM)AngiogenèseCritères

Cellules tumorales hautement plastiquesCellules endothélialesType cellulaire principal

Canaux vasculaires sans endothélium (cellules 

tumorales)
Vaisseaux tapissés d’endothéliumStructure formée

VE-cadhérine, MMP2/9, LAMC2, EphA2, 

Galectin-1
CD31, VE-cadhérine, VEGFR-2Marqueurs spécifiques

Transition épithélio-mésenchymateuse,  

plasticité phénotypique

Prolifération, migration, différenciation des 

cellules endothéliales
Mécanismes impliqués

PI3K/AKT, FAK, Wnt, EphA2, HIF-1α, Notch, 

TGF-β
VEGF/VEGFR, Notch, PI3K/AKTVoies de signalisation connues

Adaptation tumorale au microenvironnement 

hypoxique, contribution à la perfusion tumorale
Apport en oxygène et nutrimentsFonction principale

Associé à une résistance aux thérapies et un 

mauvais pronostic
Cible des anti-angiogéniques (ex. bevacizumab)Implication clinique
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Figure 1.14. Influence des MSC et du microenvironnement tumoral sur la vascularisation tumorale. Les 

MSC et le microenvironnement stimulent l’expression de marqueurs spécifiques chez les cellules souches 

cancéreuses favorisant leur auto-renouvellement. Parallèlement, il sécrète des facteurs pro-angiogéniques 

qui soutiennent la néo-vascularisation tumorale. Cette figure illustre les interactions entre le 

microenvironnement tumoral (TME), la matrice extracellulaire (ECM), les fibroblastes associés au cancer 

(CAFs), les cellules souches cancéreuses (CSCs) et le développement du réseau vasculaire tumoral de type 

VM. 

 

(Adapté de Li, et al. 2025) 
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1.4 Les processus cellulaires et moléculaires du mimétisme vasculogénique 

 

1.4.1 Hippo/YAP/TEAD: survie cellulaire et résistance aux traitements 

 

La voie signalétique Hippo est essentielle dans la régulation de la prolifération cellulaire, l’apoptose et le 

maintien de l’homéostasie tissulaire. Les principaux effecteurs de cette voie, Yes-associated protein (YAP) 

et Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif (TAZ) agissent en tant que coactivateurs 

transcriptionnels se liant aux facteurs de transcription TEA Domain (TEAD) (Lange et al., 2015). 

L’implication de cette voie dans les GBM et le VM suscite un intérêt croissant car le dysfonctionnement 

des différents acteurs de cette voie a été associé à la plasticité cellulaire accrue et à la résistance aux 

traitements dans diverses pathologies. YAP et TAZ sont fréquemment hyperactivés dans les tumeurs 

agressives, contribuant à leur capacité d’adaptation et leur potentiel invasif. L’activation de YAP/TAZ 

favorise l’expression des gènes CTGF et CYR61 impliqués dans la migration cellulaire et la transition vers 

un état pseudo-endothélial. Cette reprogrammation pourrait aider les cellules tumorales à former des 

structures tubulaires vasculaires et à s’intégrer fonctionnellement aux réseaux sanguins dans un 

environnement hostile (Ferrand et al., 2022). 

 

Dans le contexte du VM, l’activation de YAP a été associée à une augmentation de l’expression de 

marqueurs vasculaires atypiques tels que VE-Cadhérine et CD31, habituellement typiques des cellules 

endothéliales. Toutefois, les GBM adoptant ce phénotype conservent leurs caractéristiques tumorales, leur 

conférant une résistance importante aux thérapies ciblant l’angiogenèse classique. Compte tenu de ce rôle 

central de la progression tumorale, la voie Hippo représente une cible thérapeutique prometteuse. Des 

inhibiteurs spécifiques de YAP/TAZ-TEAD, tels que le verteporfin, ont montré une capacité à bloquer la 

formation des structures vasculaires tumorales en empêchant la transcription des gènes pro-survie et pro-

invasion (Wei et al., 2017). Des composés actuellement en développement tels que le GNE7883, le VT107 

et l’IAG933 ont montré une efficacité in vitro en inhibant la migration cellulaire et la formation de structures 

VM dans les lignées de GBM. 

 

Une meilleure compréhension des mécanismes de plasticité cellulaire des GBM médiée par la voie Hippo, 

représentée à la figure 1.15, pourrait ouvrir la voie à des stratégies combinées intégrant des inhibiteurs de 

YAP avec des traitements standards du GBM afin de contourner les résistances et améliorer l’efficacité des 

thérapies existantes. 
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Figure 1.15. Schéma de la voie de signalisation Hippo/YAP/TAZ/TEAD. La voie Hippo est une cascade 

de signalisation hautement conservée, qui régule la prolifération, la survie et la mécanique tissulaire. 

Lorsque la voie Hippo est active, les kinases MST1/2 (mammalian STE20-like protein kinase 1/2) 

phosphorylent et activent les kinases LATS1/2 (large tumor suppressor kinase 1/2). Ces dernières 

phosphorylent ensuite les co-activateurs transcriptionnels Yes-associated protein (YAP) et transcriptional 

coactivator with PDZ-binding (TAZ) aussi appelé WWTR1. Cette phosphorylation entraîne la rétention 

cytoplasmique de YAP/TAZZ via leur interaction avec les protéines 14-3-3 ou leur dégradation par le 

protéasome, empêchant ainsi leur activité nucléaire. En revanche, lorsque la voie Hippo est inactive, 

YAP/TAZ échappent à la phosphorylation, ce qui leur permet de transloquer dans le noyau, où ils 

interagissent avec des facteurs de transcription de la famille TEA domain transcription factors 1-4 (TEAD). 

Cette interaction permet l’activation de l’expression de gènes cibles tels que le connective tissue growth 

factor (CTGF) et le cysteine-rich angiogenic inducer 61 (CYR61). Ces gènes sont impliqués dans la 

prolifération, la survie, la migration cellulaire et potentiellement à des processus pathologiques tels que le 

VM. Ainsi, la voie Hippo agit comme un frein tumoral : son activation limite l’activité oncogénique de 

YAP/TAZ, tandis que son inactivation favorise la tumorigénèse et l’adaptation des cellules cancéreuses à 

leur microenvironnement. 

 

(Adapté de Seeneevassen, et al. 2022) 
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1.4.2 JAK/STAT: médiateur clé de la signalisation cellulaire 

 

Outre la voie Hippo, d’autres cascades de signalisation illustrent également comment les cellules 

cancéreuses arrivent à s’adapter aux stress environnementaux et aux traitements standards. Parmi elles, la 

voie Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT) est bien documentée pour 

son rôle clé dans la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire. Dans le GBM, cette voie est 

associée à l’inflammation tumorale, à la communication avec le microenvironnement tumoral ainsi qu’à la 

promotion de phénotypes de résistance (Wang et al., 2025). L’activation aberrante de JAK/STAT contribue 

également à l’évasion immunitaire, rendant cette cascade intéressante dans la compréhension des 

mécanismes d’initiation et de maintien du VM. Son activation est souvent déclenchée par des cytokines 

pro-inflammatoires telles que les interleukines IL-6, l’IL-10 et les colony-stimulating factors (CSF), des 

facteurs stumulant la production et la fonction des cellules myéloïdes, souvent détournés dans le contexte 

tumoral pour favoriser un environnement protumoral et immunosuppressif. L’activation transcriptionnelle 

de JAK/STAT via l’axe cytokines joue un rôle central dans la mise en place d’un environnement 

immunosuppressif et protumoral favorable au VM (Sansone et al., 2012). 

 

La voie JAK/STAT impacte différents facteurs de transcription majeurs qui favorisent eux-mêmes 

l’invasion, la survie et l’adaptation métabolique des cellules tumorales. (Figure 1.16) (Dodington et al., 

2017). Parmi les effecteurs documentés, on retrouve SNAI1 et FOXC2, gènes clés dans l’EMT et le VM. 

En effet, SNAI1 peut être activé par STAT3 induisant alors l’inhibition de gènes épithéliaux et favorisant 

l’expression des marqueurs mésenchymateux tels que vimentine et N-cadhérine. Dans un contexte de GBM 

par exemple, cette plasticité pourrait permettre aux cellules tumorales d’acquérir un phénotype migratoire 

important leur permettant d’infiltrer le cerveau et y former une vasculature de type VM. Dans les GBM, la 

surexpression de SNAI1 est associée à un pronostic défavorable (Xu et al., 2023). Des études ont montré 

que les cellules tumorales exprimant des niveaux élevés de STAT3 et de SNAI1 résistaient mieux aux 

agents cytotoxiques en raison d’une augmentation des capacités de survie sous stress hypoxique 

(Selvendiran K et al., 2009, Liu et al., 2011). 

 

Le facteur FOXC2 est également critique; il a été associé au développement de cellules initiatrices de 

tumeurs, résistantes aux thérapies conventionnelles. L’interaction entre SNAI1 et FOXC2 a été associée à 

une transition cellulaire vers un état hautement plastique et agressif, caractéristique des GBM. Bien que ces 

corrélations aient été observées entre l’activation de la voie JAK/STAT et FOXC2, leur impact sur des 

processus tels que le VM n’ont été que très peu abordés et restent sujets à investigation (Hargadon et al., 

2023). Finalement, Ribosomal Protein SA, également connu sous le nom du récepteur à la laminine 37/67 
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kDa (RPSA) est un facteur impliqué dans l’adhésion cellulaire et la signalisation tumorale. Lorsqu’activé 

par STAT3, RPSA interagit avec la MEC favorisant ainsi une invasion cellulaire accrue. RPSA joue son 

rôle dans l’initiation du VM en interagissant avec les laminines, protéines de la membrane basale vasculaire, 

pour permettre aux cellules tumorales de mimer l’organisation des vaisseaux sanguins. L’activation de 

RPSA via JAK/STAT semble être une voie intéressante dans la compréhension de la résistance aux 

traitements via la modulation des voies de survie intracellulaires (El Khoury et al., 2021). 

 

L’enrichissement des connaissances sur les rôles et interconnexions entre les facteurs de transcriptions tels 

que SNAI1 et FOXC2, la voie JAK/STAT et le VM, pourrait offrir d’importantes perspectives sur les 

mécanismes de résistance aux thérapies conventionnelles. En comprenant mieux la manière dont ces 

éléments interagissent pour favoriser l’adaptation tumorale, il serait possible d’identifier des cibles 

thérapeutiques innovantes et limitant la plasticité tumorale. 

 

 

 

Figure 1.16. Voies d’activation de STAT3, partenaires de signalisation et gènes cibles dans le cancer. L’IL-

6 ou l’IL-11 se lie à un complexe hexamérique constitué de leur récepteur spécifique et de la sous-unité 

gp130, entraînant le recrutement et l’activation des kinases JAK. STAT3 est alors phosphorylé, dimérise et 

migre dans un noyau où il active, en synergie avec NK-kB et GLI1, la transcription de gènes importants 

dans la prolifération, l’évasion immunitaire, les métastases et la résistance à l’apoptose. 

 

(Adapté de To et al., 2022) 
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Tableau 1.12. Facteurs de transcription induits ou associés à l’activation de la voie JAK/STAT dans les 

tumeurs solides. 

 

 

 

Ce tableau résume les principaux facteurs de transcription régulés ou associés à l’activation de la voie 

JAK/STAT3 dans la tumorigénèse. Les cibles directes de STAT3 sont bien décrites dans la littérature. 

Toutefois, certains facteurs comme SNAI1 et FOXC2, bien que non directement activés par STAT3 sont 

fortement associés à son activation dans le contexte du VM. Ces facteurs de transcription sont importants 

dans les modèles de tumeurs agressives comme le GBM. 

 

 

1.4.3 Voies signalétiques complémentaires; Wnt, Notch, Sortiline 

 

Des voies signalétiques complémentaires suscitent un intérêt croissant dans la compréhension de la 

plasticité cellulaire, de l’adaptation au stress et du VM. La voie de signalisation Wnt/β-caténine, impliquée 

dans la régulation de la transition phénotypique et l’acquisition d’un phénotype souche, favorise 

l’expression de gènes pro-angiogéniques et pro-VM (Xu et al., 2016). Parallèlement, la signalisation Notch, 

cruciale pour la différenciation vasculaire et le maintien des niches tumorales, interagit avec d’autres voies 
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pour favoriser un équilibre dynamique entre les cellules tumorales et leur microenvironnement (Allenspach 

et al., 2002). Dans le contexte du VM, cette voie contribuerait à la résistance aux thérapies conventionnelles 

(Benjakul et al., 2022). 

 

Enfin, la voie de la sortiline (SORT1) émerge comme un acteur clé de la régulation intracellulaire dans les 

tumeurs solides. Connue pour son rôle dans le trafic de protéines au sein du système endo-lysosomal, 

SORT1 est désormais reconnue comme un modulateur de la plasticité tumorale. Dans divers cancers, 

notamment les carcinomes mammaires et pancréatiques, elle est associée à la régulation de voies pro-

invasives et pro-angiogéniques, incluant PI3K/AKT, ERK1/2, et la signalisation neurotrophique. Il a été 

démontré que la surexpression de SORT1 dans les tumeurs agressives est corrélée à une augmentation de 

la migration, de l'invasion et à une résistance accrue à certaines chimiothérapies (Roselli et al., 2015). Plus 

récemment, son implication dans le remodelage de la matrice extracellulaire et la régulation de gènes pro-

vasculaires a été suggérée. Cette activité pourrait découler de sa capacité à interagir avec des ligands comme 

proNGF ou neurotensine, ainsi qu’à induire la transcription de gènes associés à la survie et à l’angiogenèse 

tumorale. Ainsi, cette protéine représente une cible émergente d’intérêt thérapeutique dans les cancers 

solides où la plasticité phénotypique et la néovascularisation alternative constituent des enjeux majeurs 

(Charfi et al., 2021). 

 

Bien que ces voies soient encore aux prémices de l’étude dans le cadre du VM, leur rôle potentiel dans la 

régulation de la plasticité tumorale et de la résistance aux thérapies en fait des cibles prometteuses pour 

contrer l’adaptabilité des tumeurs agressives, et ce, tout particulièrement dans un environnement hypoxique.  

 

 

1.4.4 Hypoxie et reprogrammation métabolique 

 

L’acquisition du phénotype vasculogénique par certaines cellules tumorales repose sur une plasticité 

cellulaire complexe en adaptation à des conditions extrêmes de leur microenvironnement. Parmi les facteurs 

principaux influençant ces processus, l’hypoxie et la reprogrammation métabolique jouent un rôle central. 

En effet, les tumeurs solides, comme dans la situation des glioblastomes, présentent des régions fortement 

hypoxiques dues à un réseau vasculaire dysfonctionnel et une prolifération rapide des cellules tumorales. 

La privation d’oxygène dans un contexte tumoral conduit à une importante cascade d’adaptation cellulaire 

et métabolique et constitue un signal puissant pour l’initiation de l’angiogenèse et du mimétisme 

vasculogénique (Wei et al., 2021). 
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La signalisation hypoxique repose principalement sur la stabilisation du facteur de transcription HIF-1α, 

qui médie une série de réponses visant à assurer la survie cellulaire en conditions de stress. HIF-1α, module 

l’expression de nombreux gènes impliqués dans l’angiogenèse (VEGF) mais également dans le 

métabolisme (GLUT1, LDHA), la migration (SNAI1, ZEB1) et l’invasion tumorale vers des niches 

métastatiques (MMP9, MMP14) (Gonzalez-Avila G et al., 2023). 

 

Un des mécanismes sous-jacents à cette plasticité est la reprogrammation métabolique par laquelle les 

cellules tumorales modifient leur utilisation des substrats énergétiques afin de s’adapter aux fluctuations de 

leur environnement. Sous hypoxie, les cellules passent d’un état oxydatif, où elles dépendent des 

mitochondries, à une glycolyse accrue. Ce phénomène s’appelle l’effet Warburg et favorise l’acidification 

du microenvironnement tumoral et ultimement la résistance au stress métabolique (Bartons R et Caro J., 

2007). Des altérations du métabolisme des lipides et de la glutamine ont également été rapportées comme 

des mécanismes favorisant la survie cellulaire en conditions hypoxiques. 

 

De plus, en favorisant une communication paracrine avec les cellules stromales, l’hypoxie participe à 

l’immunosuppression locale, à l’activation des fibroblastes associés aux tumeurs et à la résistance aux 

traitements ciblant les voies métaboliques classiques. La compréhension approfondie de l’hypoxie et de la 

reprogrammation métabolique qui s’en tire, doivent être considérés comme des facteurs intégrateurs de la 

progression tumorale et du développement du VM. La recherche a révélé que l’hypoxie favorise 

l’émergence de structures de type VM et a permis de mettre en lumière la nécessité de repenser des 

stratégies anti-angiogéniques classiques afin d’explorer de nouvelles approches ciblant la dynamique 

adaptative des cellules tumorales via des thérapies combinatoires plus efficaces (Fu et al., 2021).  

 

Les principales cibles transcriptionnelles activées par HIF-1α et HIF-2α dans ce contexte sont résumées au 

Tableau 1.13. Ces gènes régulent des processus clés renforçant le lien entre l’hypoxie, la plasticité cellulaire 

et la progression néovasculaire. À l’avenir, une meilleure intégration de toutes ces connaissances pourrait 

aboutir au contournement de la résistance aux traitements dans le contexte de tumeurs solides agressives 

comme les GBM. 
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Tableau 1.13. Principaux gènes régulés par HIF-1α et HIF-2α et leurs fonctions. 

 

 

 

 

Ce tableau présente une sélection des gènes cibles majeurs des facteurs de transcription HIF-1α et HIF-2α 

dans un contexte tumoral. Ces gènes sont impliqués dans différents processus clés de l’adaptation 

hypoxique, notamment l’angiogenèse, le métabolisme glycolytique, la survie cellulaire et l’invasion 

tumorale. La redondance et la complémentarité entre les deux isoformes de HIF soulignent leur rôle central 

dans la progression tumorale dans les environnements déplétés d’oxygène comme le microenvironnement 

des GBM. 

 

(Adapté de Jochmanova et al. 2013) 

 

 

1.4.5 Approches pharmacologiques 

 

L’évolution des stratégies pharmacologiques contre le VM et la plasticité tumorale repose sur une approche 

intégrative combinant l’inhibition des voies de signalisation oncogéniques, la reprogrammation 

métabolique et la modulation du microenvironnement tumoral. Les stratégies actuelles ne se limitent plus 
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aux thérapies anti-angiogéniques classiques mais explorent des combinaisons intégrant différents effecteurs 

clés des voies de signalisation YAP/TAZ, JAK/STAT Wnt et Notch.  

 

Une approche prometteuse repose sur l’inhibition de YAP/TAZ via des inhibiteurs de TEAD tels que le 

VT3989, qui a récemment montré une capacité à bloquer la transcription de gènes pro-survie freinant ainsi 

le développement du VM (Fu et al., 2024). D’autre part, la voie JAK/STAT représente une autre cible 

d’intérêt pour les inhibiteurs de JAK1/2 comme le ruxolitinib ou des anticorps dirigés contre les cytokines 

IL-6 ou CSF-3. En parallèle, des approches ciblant le métabolisme tumoral sont en plein essor. L’hypoxie 

et la glycolyse accrue des cellules cancéreuses conduisent à l’exploration d’inhibiteurs de HIF-1α, tels que 

le PX-478, ainsi que des bloqueurs de transporteurs du glucose, qui pourraient aider à limiter la 

reprogrammation métabolique (Huo et al., 2025). 

 

Les thérapies combinatoires représentent une voie de recherche majeure en associant des inhibiteurs 

classiques de VEGF avec des agents modulant l’environnement tumoral, tels que la lysyl oxydase (LOX) 

ou des inhibiteurs de CXCR4 (Wang et al., 2016). Enfin, l’émergence des nanomédicaments et des thérapies 

ciblées par ARNi permettrait de cibler plus spécifiquement des gènes cibles du VM et pourrait constituer 

une avancée majeure dans la lutte contre les tumeurs chimiorésistantes. L’intégration des connaissances 

nouvelles sur les biomarqueurs prédictifs sera essentielle pour optimiser ces nouvelles stratégies 

thérapeutiques. Les principaux agents pharmacologiques ayant été testés pour le VM sont présentés au 

tableau 1.14. 

 

Tableau 1.14. Agents pharmacologiques ciblant le VM. 
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Ce tableau résume les principaux agents thérapeutiques testés pour leur effet sur le VM dans divers modèles 

tumoraux. Il met en évidence leurs cibles moléculaires et leur efficacité sur la formation des structures 

pseudo-vasculaires tumorales. 

 

(Adapté de Delgado-Bellido et al., 2017) 
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1.5 Projet de recherche 

 

1.5.1 Problématique 

 

Le VM constitue un processus alternatif à l’angiogenèse par lequel les cellules tumorales acquièrent la 

capacité de former des structures capillaires vasculaires indépendantes de l’endothélium vasculaire 

classique, contribuant ainsi à la progression tumorale et à la résistance aux thérapies anti-angiogéniques. 

Dans le GBM, un cancer cérébral hautement agressif, cette stratégie d’adaptation est associée à des 

mécanismes complexes impliquant des voies signalétiques ainsi qu’une régulation transcriptionnelle encore 

trop peu documentées. L’identification et la caractérisation de ces voies et effecteurs clés sont cruciales 

dans la compréhension des mécanismes de chimiorésistance et de plasticité tumorale. Par ailleurs, 

l'influence des MSC sur ce phénomène par des mécanismes paracrines, immunomodulateurs et 

métaboliques mérite d’être approfondie. Dans ce contexte, il est essentiel de caractériser les interactions 

moléculaires et transcriptionnelles entre certaines voies de signalisation majeures afin d’évaluer des 

stratégies thérapeutiques émergeantes capables d’inhiber le VM et d’améliorer l’efficacité des traitements 

actuels contre le GBM. 

 

 

1.5.2 Hypothèse de travail 

 

Le VM constitue une stratégie adaptative majeure des cellules de GBM leur permettant de contourner 

l’angiogenèse classique et de résister aux traitements anti-angiogéniques. Dans ce contexte, les MSC 

pourraient, sous certaines conditions du microenvironnement tumoral, favoriser ce processus par des 

mécanismes paracrines, métaboliques et immunomodulateurs encore inexplorés. 

 

Nous émettons une première hypothèse que la plasticité des MSC, lorsqu’elles sont exposées à une matrice 

extracellulaire riche en signaux pro-angiogéniques, induit l’activation de la voie de signalisation 

JAK/STAT3, modulant ainsi l'expression de régulateurs transcriptionnels clés tels que SNAI1, FOXC2 et 

RPSA et favorisant la formation de structures pseudo-vasculaires. 

 

Dans un second temps, nous posons l’hypothèse que dans les cellules de GBM exposées à des conditions 

mimant le microenvironnement tumoral telles qu’une hypoxie, une stimulation par des cytokines pro-

inflammatoires, l’activation de la voie Hippo et la translocation nucléaire de YAP1 induisent un programme 
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transcriptionnel pro-angiogénique et pro-survie permettant la formation du VM. Parmi les gènes cibles 

majeurs activés par le complexe YAP/TEAD, CYR61 et CTGF sont particulièrement pertinents, car ils 

appartiennent à la famille CCN de protéines matricielles sécrétées. Ces facteurs sont bien documentés pour 

leur rôle dans le remodelage matriciel, la stimulation de la migration et de l’invasion et l’induction de 

programmes pseudo-endothéliaux facilitant la formation de structures tubulaires. Ainsi, le lien entre 

YAP/TEAD et Cyr61/CTFG constitue un axe fonctionnel cohérent expliquant comment des signaux du 

microenvironnement tumoral peuvent déclencher le développement du VM, et ce, même en l’absence de 

marqueurs endothéliaux classiques. 

 

Enfin, nous proposons que le complexe EGFR/SORT1 joue un rôle central dans la régulation du VM et de 

la chimiorésistance. Il est plausible que SORT1 module la translocation nucléaire d’EGFR et active des 

voies de signalisation pro-survie, influençant ainsi la signature moléculaire de résistance aux traitements. 

Ce mécanisme ferait de SORT1 un acteur clé de l’agressivité tumorale des GBM. 

 

 

1.5.3 Objectifs 

 

L’objectif général de ce travail de recherche est de documenter les mécanismes cellulaires et moléculaires 

du VM dans le GBM en mettant l’accent sur le rôle de voies de signalisation clés, notamment les voies 

JAK/STAT, Hippo/YAP et Sortiline/EGFR. Une attention particulière est portée à la contribution des MSC 

au remodelage vasculaire tumoral afin de mieux comprendre comment la plasticité cellulaire, le 

microenvironnement tumoral et certaines régulations transcriptionnelles coopèrent pour favoriser le VM 

dans les tumeurs cérébrales agressives. 

 

Objectif #1: Déterminer comment l’activation de la voie JAK/STAT3, en réponse à des signaux du 

microenvironnement tumoral riches en cytokines, régule l’expression des facteurs transcriptionnels SNAI1, 

FOXC2 et RPSA et participe à l’induction du VM dans un modèle non-tumoral in vitro de MSC. 

 

Objectif #2: Caractériser l’implication de la voie de signalisation Hippo et de son effecteur transcriptionnel 

YAP1 dans l’induction du VM dans les cellules de GBM, en identifiant les gènes transcriptionnels activés 

tout en évaluant le potentiel thérapeutique d’inhibiteurs pharmacologiques cliniquement pertinents ciblant 

cette voie. 
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Objectif #3: Évaluer le rôle du complexe EGFR/SORT1 dans la régulation du VM et de la chimiorésistance 

dans le GBM, en analysant comment SORT1 module l’expression d’EGFR, la signalisation pro-survie, la 

signature moléculaire associées aux cellules souches cancéreuses et la résistance aux chimiothérapies. 
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2.1 Résumé 

 
Le glioblastome (GBM) est une tumeur hautement angiogénique du système nerveux central qui présente 

une résistance marquée aux thérapies anti-angiogéniques conventionnelles, en partie en raison de 

l’activation d’un mécanisme alternatif à l’angiogenèse connu sous le nom de mimétisme vasculogénique 

(VM). Étroitement associé au GBM, le dérèglement de la voie de signalisation Hippo entraîne la 

surexpression du complexe transcriptionnel YAP/TEAD ainsi que de plusieurs effecteurs en aval impliqués 

dans la résistance aux traitements. À ce jour, peu d’études ont exploré l’intersection potentielle entre le VM 

et la voie Hippo dans le phénotype chimiorésistant du GBM. Cette étude vise à caractériser les profils 

d’expression des régulateurs de la voie Hippo dans des échantillons cliniquement annotés de GBM et à 

évaluer leur implication dans le VM in vitro. Elle cherche également à déterminer le potentiel thérapeutique 

du ciblage pharmacologique de cette voie de signalisation. Une analyse in silico des niveaux d’expression 

transcriptionnelle des membres de la voie Hippo (YAP1, TEAD1, AXL, NF2, CTGF et CYR61) dans des 

tissus de gliomes de bas grade (LGG) et de GBM a été réalisée à l’aide de la plateforme GEPIA. 

L’expression génique a été analysée par RT-qPCR dans les lignées cellulaires humaines de cancer cérébral 

U87, U118, U138 et U251, ainsi que dans des matrices de cDNA de tumeurs cérébrales cliniquement 

annotées. Des répressions géniques transitoires ont été effectuées à l’aide de siARN spécifiques. Le VM a 

été évalué sur une matrice de Cultrex, et les structures capillaires tridimensionnelles ont été analysées à 

l’aide du logiciel Wimasis. Les niveaux d’expression des transcrits CYR61 et CTGF étaient 

significativement augmentés dans les tissus de GBM et davantage induits lors de l’évaluation du VM in 

vitro. Le silençage de CYR61 et de CTGF, ainsi que le traitement par un inhibiteur de petite molécule de 

TEAD, le LM98 dérivé de l’acide flufénamique, ont conduit à une inhibition marquée du VM. De plus, la 

répression génique des facteurs de transcription SNAI1 et FOXC2 a également altéré le VM et réduit les 

niveaux d’expression de CYR61 et CTGF. Le ciblage pharmacologique de la voie Hippo permet d’inhiber 

le mimétisme vasculogénique in vitro. L’élucidation des interactions entre la voie Hippo et le VM pourrait 

ouvrir la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes dans le traitement du glioblastome. 

 

Mots-clés : Chimiorésistance, Voie Hippo, Glioblastome, Mimétisme vasculogénique, YAP/TEAD 
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2.2 Abstract 

 

BACKGROUND: Glioblastoma (GBM) is a highly angiogenic malignancy of the central nervous system 

that resists standard anti-angiogenic therapy, in part because of an alternative process to angiogenesis 

termed vasculogenic mimicry (VM). Intricately linked to GBM, dysregulation of the Hippo signaling 

pathway leads to overexpression of YAP/TEAD and several downstream effectors involved in therapy 

resistance. Little is known on whether VM and the Hippo pathway intersect in the GBM chemoresistance 

phenotype. OBJECTIVE: This study seeks to investigate the expression patterns of Hippo pathway 

regulators within clinically annotated GBM samples, examining their involvement in vitro regarding VM. 

Additionally, it aims to assess the potential for pharmacological targeting of this pathway. METHODS: In 

silico analysis of the Hippo signaling members YAP1, TEAD1, AXL, NF2, CTGF, and CYR61 transcript 

levels in low-grade glioblastoma (LGG) and GBM tumor tissues was done by GEPIA. Gene expression 

was analyzed by RT-qPCR from human U87, U118, U138, and U251 brain cancer cell lines and in clinically 

annotated brain tumor cDNA arrays. Transient gene silencing was performed with specific siRNA. VM 

was assessed using a Cultrex matrix, and 3D capillary-like structures analyzed with Wimasis. RESULTS: 

CYR61 and CTGF transcripts levels were elevated in GBM tissues and were further induced when in vitro 

VM was assessed. Silencing of CYR61 and CTGF, or treatment with a small-molecule TEAD inhibitor 

LM98 derived from flufenamic acid, inhibited VM. Silencing of SNAI1 and FOXC2 also altered VM and 

reduced CYR61/CTGF levels. CONCLUSION: Pharmacological targeting of the Hippo pathway inhibits in 

vitro VM. Unraveling the connections between the Hippo pathway and VM may pave the way for 

innovative therapeutic strategies. 

 

Key words: Chemoresistance, Hippo pathway, Glioblastoma, Vasculogenic mimicry, YAP/TEAD 
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2.3 Introduction 

 

Glioblastomas (GBM) are, according to the Genetic and Rare Diseases (GARD) information center from 

the National Institutes of Health (USA), rare aggressive and malignant grade IV brain tumors that originate 

from the glial cells of the brain [1]. It is the most common and deadly malignant brain tumor in adults, with 

a median survival of less than 15 months [2]. Several drugs have been granted an orphan drug designation 

by the FDA or EMA for the treatment of GBM, such as azeliragon, bevacizumab, and FLAG-003 [3, 4]. 

However, most of them have not been approved for marketing or have shown limited efficacy in clinical 

trials. Furthermore, overcoming immunotolerance, stimulating robust tumor antigen responses, and 

countering the immunosuppressive microenvironment are critical for curative GBM immunotherapy [5, 6]. 

Therefore, there still is a high unmet need for new therapeutic strategies for GBM patients, and for a better 

understanding of the immunosuppressive pathways involved. 

 

Our team has recently developed various molecules that target the Hippo pathway involved in the 

immunosuppressive nature of GBM tumors [7-9]. This signalling pathway consists of a kinase cascade that 

inhibits the nuclear translocation of YAP/TAZ, which are transcriptional co-activators that promote cell 

growth and survival [10]. Deregulation of the Hippo pathway in GBM leads to increased YAP/TAZ activity 

and resistance to chemotherapy and immunotherapy [11]. Given its role in glioma progression and 

chemoresistance as well as metastasis in several cancers, the Hippo pathway holds promise as a therapeutic 

target, particularly for high-grade gliomas like GBM [12, 13]. The Hippo pathway also interacts with other 

signalling pathways, such as Wnt, Notch, and EGFR, which are also implicated in GBM development and 

progression [14]. Concomitantly, our very own previous investigation, which led us to unravel novel 

pharmacological approaches using new synthetic compounds, may further potentially target Hippo-

associated pathways. 

 

The regulation of vasculogenic mimicry (VM), a process in which tumor cells form vascular-like structures 

to supply blood for tumor growth and metastasis, is associated with poor clinical outcomes and resistance 

to anti-angiogenesis therapies in many cancers, including GBM [15]. The molecular mechanisms 

underlying VM formation are complex and not fully understood, but some studies have suggested that the 

Hippo pathway may play a key role in this process [16, 17]. For example, RNA m6A methylation, a 

common mRNA modification that regulates gene expression, has been shown to promote VM formation in 

hepatocellular carcinoma via the Hippo pathway [18]. Another study demonstrated that hypoxia, a common 

feature of the solid tumors microenvironment, induces VM formation in GBM cells through the activation 

of the Hippo pathway [19]. In fact, hypoxia increases the expression and nuclear localization of YAP, which 
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subsequently upregulates the expression of VM-related genes, such as VEGFR1, VEGFR2, and VE-

cadherin, enhancing the ability of GBM cells to form VM networks [20]. 

 

Numerous signalling pathways have been studied in gliomas, including the Hippo pathway in particular, 

due to the high expression of its effectors YAP/TAZ, which correlate with the grade of malignancy, 

reaching maximal levels in GBM [21]. Patients with TAZ overexpressing tumors exhibit a poor prognosis, 

and in cell models, TAZ promotes tumor progression, while its knockdown prevents proliferation, 

tumorigenicity and invasion of glioma cells [22]. The deregulation of the Hippo pathway represents a 

mechanism that further leads to multidrug resistance in GBM cell lines [12]. Accordingly, a reduction of 

YAP/TAZ nuclear levels leads to down-regulation of downstream gene targets of the Hippo pathway. 

 

The Hippo pathway may therefore represent a critical regulator of VM formation in GBM. Here, we 

assessed the pharmacological properties of three TEAD binders that target the Hippo pathway to reduce the 

expression of its downstream effectors CTGF, CYR61, AXL and NF2. We further questioned whether such 

approach would help circumvent VM-mediated chemoresistance in rare brain cancer disease. 
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2.4. Materials and methods 

 

2.4.1. Materials 

 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma-Aldrich Corp 

(St Louis, MO, USA). Cell culture media EMEM was from Wisent (320-005 CL). Electrophoresis reagents 

were purchased from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA). The HyGLO™ Chemiluminescent HRP 

(horseradish peroxidase) Antibody Detection Reagents were from Denville Scientific Inc (Metuchen, NJ, 

USA). Micro bicinchoninic acid (BCA) protein assay reagents were from Pierce (Micro BCA™ Protein 

Assay Kit; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The polyclonal antibodies against Snail (3879S) 

as well as the monoclonal antibody against GAPDH (D4C6R) were from Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA, USA). The monoclonal antibody against Fibrillarin (NB300-269) was purchased from 

Novus Biologicals. HRP-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse immunoglobulin (Ig) G secondary 

antibodies were from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA). 

 

2.4.2. Cell culture and capillary-like structure formation assay 

 

The human U87 (HTB-14), U118 (HTB-15), U138 (HTB-16), and U251 glioblastoma cell lines were from 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). They were all maintained in Eagle’s 

Minimum Essential Medium (Wisent, 320-006CL) containing 10% (v/v) calf serum (HyClone 

Laboratories, SH30541.03), 2 mM glutamine, 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich Canada, P2256), 100 

units/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin (Wisent, 250-202-EL). Cells were incubated at 37°C with 

5% CO2. VM was assessed in vitro using Cultrex (3432-010-01, R&D Systems, Inc.; Toronto, ON) to 

monitor 3D capillary-like structures formation [23]. In brief, each well of a 96-well plate was pre-coated 

with 50 μl of Cultrex. Cell suspension in culture media (2×104 cells/100 μl) was then seeded on top of 

polymerized Cultrex. Tested compounds (HC258, LM41, LM98) were added to the cell culture media at a 

10 μM concentration and incubated at 37°C in a CO2 incubator. Pictures were taken over time using a digital 

camera coupled to a phase-contrast inverted microscope. Mean loop area: For each loop, the area (number 

of pixels) enclosed by it is considered as its area. The mean loop area is the arithmetic mean of all loop 

areas. Mean loop perimeter: For each loop, the pixels that belong to its edge are considered its border or 

perimeter. The mean loop perimeter is the arithmetic mean of all loop perimeters. The number of loops and 

area covered upon tube branching formed by the cells were quantified using either the Wimasis analysis 

software (Cordoba, Spain) or the ImageJ software [24]. 
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2.4.3. Total RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR 

 

Total RNA was extracted from cell monolayers using 1 mL of TriZol reagent for a maximum of 3x106 cells 

as recommended by the manufacturer (Life Technologies, Gaithersburg, MD). For cDNA synthesis, 1-2 µg 

of total RNA was reverse-transcribed using a high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) or, in the case of the gene array, a R2 First Strand kit (QIAGEN, Valencia, 

CA). The cDNA was stored at -80oC prior to PCR. Gene expression was quantified by real-time quantitative 

PCR using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). DNA amplification was carried out using 

an Icycler iQ5 (Bio-Rad) and product detection was performed by measuring the binding of the fluorescent 

dye SYBR Green I to double-stranded DNA. The following primer sets were from QIAGEN: FOXC2 

(Hs_FOXC2_1_SG, QT00220871), SNAI1 (Hs_SNAI1_1_SG, QT00010010), YAP1 (Hs_YAP1_1_SG, 

QT00080822), TEAD1 (Hs_TEAD1_1_SG, QT00000721), CTGF (Hs_CTGF_1_SG, QT00052899), 

CYR61 (Hs_CYR61_1_SG, QT00003451), AXL (Hs_AXL_1_SG, QT00067725), NF2 

(Hs_NF2_va.1_SG, QT01004934), GAPDH (Hs_GAPDH_1_SG, QT00079247) and Peptidylprolyl 

Isomerase A (PPIA) (Hs_PPIA_4_SG, QT01866137). The relative quantities of target gene mRNA were 

normalized against internal housekeeping genes PPIA and GAPDH. The RNA was measured by following 

a ∆CT method employing an amplification plot (fluorescence signal vs. cycle number). The difference (∆CT) 

between the mean values in the triplicate samples of the target gene and the housekeeping genes was 

calculated with the CFX manager Software version 2.1 (Bio-Rad) and the relative quantified value (RQV) 

was expressed as 2−∆CT. 

 

2.4.4. In silico analysis of transcripts levels in clinical glioblastoma and low-grade glioma tissues 

 

A Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) web server was used to analyze the RNA 

sequencing expression data of glioblastoma tumors (GBM, n = 163) vs. healthy tissue (n = 207), and of 

low-grade glioma (LGG, n = 518) vs. healthy tissue (n = 207) from the TCGA and the normal brain tissue 

in Genotype-Tissue Expression (GTEx) databases [25]. GEPIA provides customizable functions such as 

tumor/normal differential expression analysis, profiling according to cancer types or pathological stages, 

patient survival analysis, similar gene detection, correlation analysis, and dimensionality reduction analysis 

(http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php, accessed on January 5th, 2024). One-way ANOVA was used for 

differential analysis of gene expression, using disease states (GBM, LGG, or normal) as variables for the 

box plots. 
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2.4.5. TissueScan cDNA arrays of grades I-IV brain tumor tissues

TissueScanTM cancer and normal tissue cDNA arrays were purchased from OriGene (Rockville, MD), 

covering 43 clinical samples of the four stages of brain cancer as well as normal tissues, and were used to 

assess TEAD1, YAP1, CYR61 and CTGF gene expression levels according to the manufacturer’s 

recommendations. Tissue cDNAs in each array were synthesized from high-quality total RNAs of 

pathologist-verified tissues, normalized and validated with ß-actin in two sequential qPCR analyses, and 

accompanied by clinical information for 18 World Health Organization (WHO) defined grade I, 11 WHO 

grade II, 10 WHO grade III, and 2 WHO grade IV brain tumors.

2.4.6. Transfection method and RNA interference

For gene silencing experiments, U87 glioblastoma cells were transiently transfected with siRNA sequences 

using Lipofectamine-2000 transfection reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Gene 

silencing was performed using 20 nM siRNA against CTGF (FlexiTube siRNA, SI00029673), CYR61

(FlexiTude siRNA, SI03028655), SNAI1 (FlexiTube siRNA, SI00083398), FOXC2 (FlexiTube siRNA, 

SI03090423), or scrambled sequences (AllStar Negative Control siRNA, 1027281). The above small 

interfering RNA and mismatch siRNA were all synthesized by QIAGEN and annealed to form duplexes. 

Gene silencing efficacy was assessed by RT-qPCR as described above.

2.4.7. Real-time cell migration assay

Experiments were carried out using the Real-Time Cell Analyser (RTCA) Dual-Plate (DP) Instrument and 

the xCELLigence system (Roche Diagnostics, QC), following the instructions of the supplier. U87 cells 

were treated with vehicle (1% DMSO) or 10 M LM98. 2,5x104 cells per well were seeded in a CIM-plate 

16 (Roche Diagnostics) and incubated at 37°C under a humidified atmosphere containing 5% CO2 for 24 

hours. Prior to cell seeding, the underside of each well in the upper chamber was coated with 0.15% gelatin 

in PBS and incubated for 1 hour at 37°C. The lower chamber wells were filled with serum-free medium. 

After 30 min of adhesion, cell migration was monitored every 5 min for 6 hours. The impedance value was 

measured by the RTCA DP Instrument and expressed as an arbitrary unit called the Cell Index. Each 

experiment was performed in quadruplicate wells.
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2.4.8. Protein-protein interaction 

 
The associative relationships of YAP/TEAD and of downstream effectors were retrieved from the STRING 

v11 database (https://www.string-db.org/) to identify and build protein-protein interaction networks [26], 

with a confidence score setting of 0.4, and the maximum number of interactions to show was no more than 

10. 

 

2.4.9. Nuclear extraction 

 
Cell monolayers were first lysed with a cytoplasmic buffer and then with a nuclear buffer according to the 

manufacturer’s instructions (Invent Biotechnologies, SC-003). In the case of cells cultured on Cultrex, they 

were first detached from the matrix using a non-enzymatic Cultrex organoid harvesting and dissociation 

solution (3700-100-01, R&D Systems, Toronto, ON). 

 

2.4.10. Western blot 

 
Cells and nuclear fractions, isolated as described above, were lysed in a buffer containing 1 mM each of 

sodium fluoride (NaF) and sodium orthovanadate (Na3VO4). Proteins (10-20 µg) were then separated by 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Next, proteins were electro-transferred to low-

fluorescence polyvinylidene difluoride membranes and blocked for 1 hour at room temperature with 5% 

nonfat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5) containing 0.3% Tween-

20 (TBST; Bioshop, TWN510-500). Membranes were washed in TBST and incubated overnight with the 

appropriate primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST containing 3% BSA and 0.1% sodium azide 

(Sigma-Aldrich) at 4°C and on a shaker. After three washes with TBST, the membranes were incubated for 

1 hour with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG at 1/2,500 dilutions in TBST 

containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive material was visualized by ECL. 

 

2.4.11. Statistical data analysis 

 
Data and error bars were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) of three or more 

independent experiments unless otherwise stated. Hypothesis testing was conducted using the Kruskal-

Wallis test followed by a Dunn Tukey’s post-test (data with more than three groups) or a Mann-Whitney 

test (two-group comparisons). Probability values of less than 0.05 (*) were considered significant and 
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denoted in the figures. All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 7 software (San 

Diego, CA, USA). 

 

2.5.1. Results 

 

2.5.1. High transcripts expression of the Hippo signaling pathway mediators in clinically annotated 

glioblastoma tissues.  

Transcript levels from 518 clinically annotated low-grade glioma (LGG) and 163 glioblastoma (GBM) 

tissues were retrieved from the TCGA and the normal brain tissue in Genotype-Tissue Expression (GTEx) 

databases and compared to 207 healthy tissues. YAP1 and TEAD1 transcript levels were found to be 

increased in GBM tissues (Fig.2.1A) and this was indicative of a potential increase in their downstream 

effectors. When assessed, CYR61, CTGF, and AXL transcripts were effectively increased whereas NF2 

remained unchanged (Fig.2.1B). Interestingly, only TEAD1 and CTGF transcripts were found induced in 

LGG. This observation confirms the activation of the Hippo pathway and downstream signaling 

intermediates in GBM. 

 

2.5.2. Human glioblastoma cell line models and GBM clinical samples recapitulate the high expression 

levels of CYR61 and CTGF transcripts.  

The expression of the Hippo signaling pathway members was assessed in vitro in four different human 

GBM cell line models namely U87, U118, U138, and U251, along with several of their downstream 

effectors using RT-qPCR. Total RNA was extracted from cell monolayers, cDNA generated, and the 

presence of a single amplicon validated for all of them. For the sake of clarity, only amplicons from U87 

GBM cells are shown here (Fig.2.2A). Collectively, basal CYR61 and CTGF transcript levels were found 

to be significantly increased whereas they remained low for all the other genes tested (Fig.2.2B). Lower 

expressions, however, do not preclude that they could still be higher than their normal healthy tissues. 

Cancer and normal tissue cDNA arrays, covering 43 clinical samples of the four stages of pathologist-

verified brain cancer tissues as well as normal tissues, were screened to assess TEAD1, YAP1, CYR61 and 

CTGF gene expression levels by qPCR. Tissue arrays further confirmed the differentially increased 

tendencies for TEAD1, CTGF and CYR61 expression in tumor tissues (Fig.2.2C, red boxes) when compared 

to their healthy tissue (Fig.2.2C, grey boxes). YAP1 was not found to vary between the healthy and tumor 

tissues. 
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2.5.3. Increased CYR61 and CTGF transcriptional regulation in U87 glioblastoma cells upon in vitro VM.  

Four different human GBM cell line models were next tested for their capacity to form in vitro VM. U118, 

U138, U251, and U87 GBM cells were seeded either on plastic as 2D monolayers or on Cultrex, as 

described in the Methods section, to generate 3D structures. Defined 3D capillary-like structures were 

formed with U87 cells, whereas U251, U118 and U138 cells were either too proliferative or did not form 

structures within our experimental conditions (Fig.2.3A). When total RNA was extracted from U87 cell 

cultures and processed for gene analysis by RT-qPCR, CTGF and CYR61 were found induced upon VM 

when compared to 2D monolayers (Fig.2.3B). VM kinetic was also performed using U87 cells, and 3D 

structures found to mature upon 10 to 24 hours (Fig.2.3C), with increasing VM parameters assessed using 

Wimasis which included total tube length, branching, and loops (Fig.2.3D). 

 

2.5.4. SiRNA-mediated repression of CYR61 and CTGF inhibits U87 glioblastoma cells VM.  

To assess the impact of CTGF and CYR61 on VM, transient gene silencing was performed to specifically 

repress both genes and this was validated by qPCR (Fig.2.4A). Cells were next seeded on top of Cultrex 

and 3D structures found to be significantly altered as compared to control cells (siScrambled, Fig.2.4B). 

VM parameters of tube length, branching points, and loops were accordingly reduced (Fig.2.4C). 

 

2.5.5. Protein-protein interaction network predicts YAP-TEAD inter-relationship with downstream 

biomarkers involved the Hippo pathway and in epithelial-to-mesenchymal transition during U87 capillary-

like structure formation.  

A protein-protein interaction (PPI) network of YAP-TEAD was constructed using the STRING database 

(https://string-db.org/) and was used to predict and analyze potential YAP-TEAD interactors. Indirect target 

proteins were retrieved from STRING as described in the Methods section. The network predicted 

YAP/TEAD inter-relationship with biomarkers involved in epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) 

such as FOXC2 and Snail (Fig.2.5A). Upon U87 capillary-like structure formation, total RNA was extracted 

from triplicate samples and 3D vs 2D culture conditions compared the gene expression modulation using 

RT-qPCR as described in the Methods section. FOXC2 and SNAI1 gene expression levels were found 

increased in 3D structures (Fig.2.5B). 

 

2.5.6. Silencing of SNAI1 or FOXC2 alters the U87 capillary-like structure formation. 

U87 glioblastoma cell monolayers were transiently transfected with either a scrambled sequence (Fig.2.6A, 

white bars), a siRNA directed against SNAI1 (Fig.2.6A, grey bars), or against FOXC2 (Fig.2.6A, black 

bars). Total RNA was next extracted, and gene silencing efficiency validated using RT-qPCR. Transient 

gene silencing of SNAI1 or FOXC2 effectively reduced CTGF and CYR61 gene expression. When the 
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respective transfected cells were seeded on top of Cultrex 3D, capillary-like structures generated upon 24 

hours were found reduced when SNAI1 and FOXC2 were silenced. This suggests that CTGF and CYR61 

exert a regulatory function in VM. 

 

2.5.7. Hippo pathway pharmacological targeting alters U87 capillary-like structure formation and nuclear 

expression of SNAI1.  

Recent pharmacological inhibitors of the Hippo signaling pathway were tested for their capacity to target 

VM. These included HC258, LM41, and LM98 molecules (Fig.2.7A) [7-9]. VM was found to be inhibited 

only by LM98 (Fig.2.7B) as it reduced tube length, branching points, and loops (Fig.2.7C, black bars). 

Interestingly, LM98 was able to reduce CTGF, CYR61, FOXC2, and SNAI1 transcript levels from 3D 

cultures (Fig.2.7D), as well as chemotaxis assessed by real-time xCELLigence (Fig.2.7E). When nuclear 

fractionation was assessed upon VM in basal conditions, Snail was significantly found to translocate within 

the nuclear fraction (Fig.2.7F, upper panel). LM98 treatment significantly reduced such Snail translocation. 

Fibrillarin expression in the nucleus and GAPDH expression in the cytosolic fraction validate the 

fractionation procedure.  
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2.6. Discussion 

 

Therapeutic targeting strategies of the YAP/TEAD transcriptional complex have recently emerged as it is 

responsible for the expression of genes that regulate cancer cell growth, and proliferation [27]. For instance, 

the recent design, synthesis, and biological evaluation of LM98, a flufenamic acid (FA) analogue with 

strong affinity to TEAD and a capacity to inhibit its autopalmitoylation, was able to reduce the YAP/TEAD 

transcriptional activity [9]. Interestingly, LM98’s capacity to reduce the CTGF and CYR61 transcripts levels 

was also correlated to the inhibition of MDA-MB-231 breast cancer cell migration and proliferation through 

the arrest of the cell cycle [9]. Taken together, developing strategies to block the formation of the 

YAP/TEAD transcription complex therefore appeared as a plausible initial pharmacological approach to 

abolish the oncogenic function of YAP [28]. In addition, silencing of most YAP-inducible genes and 

attenuation of YAP-induced overgrowth in TEAD knockdown further confirmed the validity of the Hippo 

pathway as a target for drug discovery [29]. While we report herein that transcripts levels of CTGF and 

CYR61 downstream effectors of the Hippo pathway were increased in clinically annotated human GBM 

samples, and significantly induced upon in vitro VM in the U87 grade IV GBM-derived brain cancer cell 

model, the impact of new small molecules targeting the Hippo pathway remains to be assessed. 

 

Several TEAD inhibitors, among which LM98, a reversible TEAD inhibitor that originates from the fusion 

of FA and palmitic acid (PA), were previously reported by us to alter breast cancer cells migration [7-9]. 

Here, only LM98 appeared to specifically inhibit in vitro VM in U87 GBM cells. In fact, HC258, a covalent 

acrylamide TEAD inhibitor that also reduced gene expression and cell migration [8], as well as LM41, a 

FA-derived TEAD inhibitor obtained through the replacement of its trifluoromethyl group by aryl rings [7], 

were tested alongside LM98, but found ineffective to inhibit in vitro VM in our experimental settings. 

HC258 is derived from FA and possesses an oxopentyl chain that mimics a molecule of PA as well as an 

acrylamide that reacts covalently with TEAD's cysteine. While such derivative appeared to alter 

YAP/TEAD mediated transcriptional activity, the differential structure-to-function impact of those 

molecules on in vitro VM suggests that specific and more complex interplay links the Hippo pathway to 

ECM recognition processes that regulate VM, and this warrants further molecular investigation. 

 

The proto-oncogenic nature of YAP comes from its interaction with TEAD leading to the activation of 

genes that confer chemoresistance and metastasis-associated traits to transformed cells [30]. In GBM, the 

overexpression of the YAP/TAZ-TEAD complex induces cell resistance to Temozolomide treatment by 

up-regulation of the Hippo pathway downstream target genes [12]. Interestingly, CTGF and CYR61 genes 

were found upregulated through TGF-β1-dependent activation of Smad/ERK signaling [31], an event that 
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triggers the expression and nuclear translocation of Snail upon EMT in GBM by TGF-ß 1 [32, 33], and 

which is induced upon in vitro VM herein. Accordingly, we demonstrated that LM98 inhibited both SNAI1 

transcript levels and Snail translocation to the nucleus, and that specific transient siRNA-mediated 

repression of SNAI1 abolished in vitro VM. TGFβ signaling pathway regulates two distinct aspects of VM 

formation involving the maintenance of the undifferentiated embryonic state of stem cells via EMT, and 

the induction of tubular formation through modulation of the tumor microenvironment [15]. High 

expression of Snail appeared to link VM to TGF-β1 treatment in ovarian cancer cells, and this was 

efficiently repressed by diet-derived gallated catechins [34]. In fact, targeting VM by phytochemicals is 

envisioned as a potential opportunity for cancer therapy [35]. This further lay foundation for the potential 

repurposing of molecules such as verteporfin, an anti-tumor drug in the treatment of pancreatic cancer by 

targeting the Hippo pathway which was recently found to also inhibit in vitro VM [36]. 

 

2.7. Conclusion 

 

Recent advancements in medicinal chemistry such as the development of LM98, a potent TEAD inhibitor, 

has demonstrated promising results in inhibiting YAP/TEAD transcriptional activity, altering in vitro VM, 

and reducing cancer cell migration. Our study highlights the potential of Hippo pathway targeting in cancer 

therapy and pave the way for future investigation into its underlying mechanisms. Several drugs have been 

developed for the treatment of GBM and have been granted the designation of orphan drug by the FDA or 

EMA. However, many of these drugs have not been approved for marketing or have shown limited efficacy 

during clinical trials primarily due to their inability to target the chemoresistance phenotype of these rare 

brain cancers. Therefore, there is a high unmet need for new therapeutic strategies for GBM patients. Our 

current study therefore aimed to explore the preclinical pharmacological impact of new small-molecule 

YAP/TEAD inhibitors against VM processes. As VM can be induced by numerous factors in GBM, such 

as hypoxia, inflammation, growth factors, and extracellular matrix components, it can also vary depending 

on the tumor microenvironment and stage. Hence, diagnosing VM and treating VM-related processes in 

GBM is a considerable challenge. Our current innovative medicinal chemistry strategy may therefore offer 

new opportunities for improving the prognosis and quality of life of GBM patients. 
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FIGURES 

 

 

Figure 2.1. Increased gene expression of YAP1, TEAD1 and downstream effectors AXL, CTGF and 

CYR61 in clinically annotated glioblastoma tumor tissues. In silico analysis of transcript levels was 

performed using RNA extracted from clinical samples from glioblastoma (GBM) and low-grade glioma 

(LGG) (red boxes) and compared to healthy tissue (grey boxes), (*p <0.05). 
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Figure 2.2. Expression profiles of YAP1, TEAD1, AXL, CTGF, CYR61, and NF2 in four human 

glioblastoma cell lines, and in cDNA tissue arrays. Total RNA was extracted from four different human 

glioblastoma cell lines (U87, U118, U251, and U138). The gene expression level for YAP1, TEAD1, AXL, 

CTGF, CYR61 and NF2 was analyzed and compared by RT-qPCR. A) Primers validation and single 

amplicon products were confirmed using agarose gel electrophoresis for the U-87 cell line. B) The gene 

expression levels of the six selected genes were analyzed and quantified by qPCR as described in the 

Methods section. Triplicates from a representative quantification, out of three independent experiments, is 

shown. C) Cancer tissues (red boxes) and normal tissues (grey boxes) cDNA arrays covering 43 clinical 

samples of the pooled four stages of pathologist-verified brain cancer tissues as well as normal tissues were 

screened to assess TEAD1, YAP1, CYR61 and CTGF gene expression levels by qPCR. 
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Figure 2.3. In vitro human glioblastoma cell lines, capillary-like structure formation on Cultrex. Cells were 

trypsinized and seeded on top of Cultrex to generate 3D capillary-like structures as described in the Methods 

section. A) Representative phase contrast pictures were taken to monitor structure formation at 24 hours in 

U87, U118, U138 and U251, 4x magnification. B) CYR61 and CTGF levels are induced in in vitro VM of 

human U87 glioblastoma cell line. Total RNA was extracted either from cells cultured on Cultrex (black 

bars) or cells cultured as 2D adherent monolayers (white bars). RT-qPCR analysis was next used to study 

the expression of the Hippo pathway downstream effectors. C) Representative phase contrast pictures were 

taken (upper panels), and Wimasis analysis of the structures represented in blue (lower panels). D) VM 

parameters were extracted from the Wimasis analysis of C) and representative quantification provided for 

total tube length, total branching, or total loops. 
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Figure 2.4. Silencing of CTGF or CYR61 alters the U87 capillary-like structure formation. A) U87 

glioblastoma cell monolayers were transiently transfected with a scrambled sequence (siScrambled) or a 

siRNA directed against CTGF (siCTGF) or CYR61 (siCYR61). Total RNA was then extracted, and gene 

silencing efficiency validated using RT-qPCR. Gene levels were normalized on GAPDH expression. B) 

Transfected U87 cells were seeded on top of Cultrex, and 3D capillary-like structures generated for 24 

hours. Representative phase contrast pictures were taken (upper panels) and Wimasis analysis (lower 

panels) performed. C) VM parameters were extracted from the Wimasis analysis of B) and representative 

quantification provided for total tube length, total branching points or total loops. 
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Figure 2.5. Transcriptomic analysis reveals that SNAI1 and FOXC2 expression levels are induced in U87 

capillary-like structure formation. A) Indirect target proteins of YAP1 were retrieved from STRING as 

described in the Methods section. B) Human U87 glioblastoma cells were seeded as either 2D monolayers 

(2D, white bars) or as 3D capillary-like structures on top of Cultrex (3D, black bars) for 24 hours. Total 

RNA was extracted from triplicate samples for each condition, and gene expression modulation for two of 

the predicted targets (FOXC2 and Snail) was assessed by RT-qPCR as described in the Methods section. 
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Figure 2.6. Silencing of SNAI1 or FOXC2 alters the U87 capillary-like structure formation. A) U87 

glioblastoma cell monolayers were transiently transfected with a scrambled sequence (siScrambled, white 

bars) or siRNA directed against SNAI1 (siSNAI1, grey bars) or FOXC2 (siFOXC2, black bars). Total RNA 

was then extracted, and gene silencing efficiency validated using RT-qPCR. B) Transfected U87 cells were 

seeded on top of Cultrex and 3D capillary-like structures generated for 24 hours. Representative phase 

contrast pictures were taken. 
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Figure 2.7. Hippo pathway pharmacological targeting alters U87 capillary-like structure formation and 

nuclear expression of SNAI1. A) Chemical structure of the tested TEAD inhibitors. B) Human U87 

glioblastoma cells were seeded on top of Cultrex and 3D capillary-like structures generated for 24 hours in 

the absence (Vehicle) or presence of 10 M Hippo inhibitors HC258, LM41 and LM98, respectively. 

Representative phase contrast pictures were taken (upper panels) and Wimasis analysis (lower panels) 

performed. C) VM parameters were extracted from the Wimasis analysis of B) and representative 

quantification provided for total tube length, branching points or total loops. D) Effect of compound LM98 

on CTGF, CYR61, FOXC2, SNAI1 gene expression was assessed by RT-qPCR as described in the Methods 
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section. LM98-treated (black bars) or non-treated (white bars) U87 glioblastoma cells were seeded as 3D 

capillary-like structures on top of Cultrex for 24 hours. Total RNA was extracted from triplicate samples 

for each condition. E) Real-time cell migration assessed using the xCELLigence as described in the 

Methods section. F) Nuclear fractionation protocol was performed from 2D or 3D U87 treated or not with 

LM98. Total proteins were extracted and representative blots for SNAIL, Fibrillarin and GAPDH are 

presented. Western blotting of nuclear Fibrillarin enrichment and undetectable contamination from 

cytosolic GAPDH. 
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3.1. Résumé 

 

Les cellules stromales/souches mésenchymateuses (MSC) jouent un rôle central dans la promotion de la 

néovascularisation, un processus essentiel à la cicatrisation des tissus. Elles sont couramment utilisées 

comme source autologue de cellules progénitrices dans diverses approches thérapeutiques fondées sur les 

cellules souches. Toutefois, leur différenciation incomplète vers un phénotype endothélial remet en 

question leur implication dans un mécanisme alternatif à l’angiogenèse, à savoir le mimétisme 

vasculogénique (VM), ainsi que les événements de signalisation responsables de leur « priming » in vitro 

vers des structures de type capillaire. Des MSC humaines ont été cultivées sur une matrice Cultrex afin de 

reproduire un phénotype de VM in vitro. L’ARN total a été extrait et l’expression différentielle des gènes 

a été évaluée par RNA-seq et RT-qPCR. Des répressions géniques transitoires ont été réalisés à l’aide de 

siARN spécifiques. Les effets pharmacologiques des inhibiteurs AG490 et Tofacitinib (JAK/STAT3) ainsi 

que de PP2 (Src) sur les structures de VM ont été analysés à l’aide du logiciel Wimasis. La formation de 

structures de VM in vitro s’est produite en moins de 4 heures et a été inhibée par les inhibiteurs de la voie 

JAK/STAT3 (AG490 et Tofacitinib) ainsi que par l’inhibiteur de Src, PP2. L’analyse transcriptomique par 

RNA-seq a identifié STAT3 comme un nœud central de signalisation contribuant au VM, lorsque les 

transcrits issus des structures capillaires ont été comparés à ceux de cultures en monocouche. 

L’augmentation concomitante des niveaux de transcrits IL6, IL1B, CSF1, CSF2, STAT3, FOXC2, RPSA, 

FN1 et SNAI1 suggère l’acquisition d’un phénotype combinant des caractéristiques angiogéniques, 

inflammatoires et de transition épithélio-mésenchymateuse dans les cultures de VM. L’augmentation de 

l’expression protéique de STAT3, FOXC2, RPSA, fibronectine et Snail a été confirmée au cours du VM. 

La répression génique de STAT3 et de RPSA a aboli la formation du VM in vitro. Le priming in vitro des 

MSC vers des structures de mimétisme vasculogénique requiert l’activation de la voie de signalisation 

Src/JAK/STAT3. Ces données moléculaires suggèrent qu’un processus de pseudo-vascularisation médié 

par les MSC, cliniquement exploitable, pourrait soutenir temporairement des greffons par le VM, 

permettant ainsi à la vascularisation de l’hôte d’infiltrer et de remodeler progressivement les tissus lésés. 

 

Mots-clés : Cellules stromales/souches mésenchymateuses, Mimétisme vasculogénique, STAT3, RPSA, 

Inflammation, Angiogenèse, Régénération tissulaire  
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3.2. Abstract 

 
Mesenchymal stromal/stem cells (MSC) play a crucial role in promoting neovascularization, which is 

essential for wound healing. They are commonly utilized as an autologous source of progenitor cells in 

various stem cell-based therapies. However, incomplete MSC differentiation towards a vascular endothelial 

cell phenotype questions their involvement in an alternative process to angiogenesis, namely vasculogenic 

mimicry (VM), and the signal transducing events that regulate their in vitro priming into capillary-like 

structures. Here, human MSC were primed on top of Cultrex matrix to recapitulate an in vitro phenotype 

of VM. Total RNA was extracted, and differential gene expression assessed through RNA-Seq analysis and 

RT-qPCR. Transient gene silencing was achieved using specific siRNA. AG490, Tofacitinib, and PP2 

pharmacological effects on VM structures were analyzed using the Wimasis software. In vitro VM occurred 

within 4 hours and was prevented by the JAK/STAT3 inhibitors AG490 and Tofacitinib, as well as by the 

Src inhibitor PP2. RNA-Seq highlighted STAT3 as a signaling hub contributing to VM when transcripts 

from capillary-like structures were compared to those from cell monolayers. Concomitant increases in IL6, 

IL1b, CSF1, CSF2, STAT3, FOXC2, RPSA, FN1, and SNAI1 transcript levels suggest the acquisition of a 

combined angiogenic, inflammatory and epithelial-to-mesenchymal transition phenotype in VM cultures. 

Increases in STAT3, FOXC2, RPSA, Fibronectin, and Snail protein expression were confirmed during VM. 

STAT3 and RPSA gene silencing abrogated in vitro VM. In conclusion, In vitro priming of MSC into VM 

structures requires Src/JAK/STAT3 signaling. This molecular evidence indicates that a clinically viable 

MSC-mediated pseudo-vasculature process could temporarily support grafts through VM, allowing time 

for the host vasculature to infiltrate and remodel the injured tissues. 

 

Key words: Mesenchymal stromal/stem cells, Vasculogenic mimicry, STAT3, RPSA, Inflammation, 

Angiogenesis, Tissue regeneration 
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3.3. Introduction 

 
Mesenchymal stromal/stem cells (MSC) are a subset of adult multipotent precursors, known for their 

therapeutic properties in regenerative medicine [1]. Such properties are mainly sustained through paracrine 

response to a variety of biologically active molecules including a wide range of soluble protein factors 

composed of growth factors, cytokines, and vesicular components that transfer proteins and genetic material 

to modulate the host microenvironment [2, 3]. After their mobilization and tissue engraftment, MSC-

derived secretome then appears to mediate the different steps of the angiogenic process, inducing 

endothelial cell functions in vitro and promoting angiogenesis in vivo [4]. As a result, MSC have been 

widely explored as a promising cell-based therapy in diseases caused by insufficient angiogenesis [5, 6]. 

 

Recent emerging pathophysiological evidence, on the other hand, suggest that MSC may exert a significant 

role in the occurrence and development of solid tumors through tumor immunosuppressive processes [7]. 

Whether MSC differentiate into vascular endothelial cells or adopt any angiogenic or proinflammatory 

phenotypes within the hypoxic solid tumor microenvironment remains poorly understood. The lack of 

platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) expression in MSC further questions the potential 

capacity of MSC to differentiate towards an endothelial cell phenotype [8]. Interestingly, clear differences 

between MSC and endothelial cells in their ability to form capillary-like networks and express endothelial 

markers have been reported [9]. In contrast to endothelial cells, which more strongly express vascular 

markers such as VE-cadherin and vWF, MSC are rather more capable of migrating through matrices and 

establishing networks, a feature more typical of stromal than endothelial populations [10] prompting for 

different mechanisms to occur in MSC-mediated neovascularization processes. Alternative to angiogenesis, 

vasculogenic mimicry (VM) processes within tumor xenografts has been reported through cancer cells’ 

ability to, in part, attract MSC within primary solid tumors [11], where their pro-angiogenic secretome is 

believed to contribute to tumour neovascularization [12-14]. 

 

VM has been described in PECAM-1-negative, but VE-cadherin-positive cells, and to be highly dependent 

on matrix metalloproteinase (MMP)-2 production [15-17]. VM is a unique process originally reported to 

occur within dense tumors to overcome hypoxic stress by creating tumor-lined pseudo-vasculature, and was 

first evidenced by the demonstration that non-endothelialized microvessels were capable of transporting 

blood without clotting [18]. With regards to tissue engineering strategies, VM represents a 

neovascularization process where a single stromal-type population may be driven by matrix cues and 

hypoxic stress towards capillary-like structures [19, 20]. Although these non-endothelialized networks are 
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leakier and less efficient than normal vasculature, they however appear functional enough to facilitate blood 

transport [21]. 

 

With regards to therapeutic neovascularization, endothelial-like networks may provide a clinically feasible 

pseudo-vasculature for temporarily sustaining grafts until the host vasculature is able to infiltrate and 

remodel tissue. The fact that fibroblasts can match endothelial-like MSC behavior suggests that this 

mechanism of tubulogenesis may be shared amongst other cells of stromal lineage [22, 23]. However, 

stromal tubulogenesis in non-diseased adult biology lacks documentation. If VM-mediated capillary-like 

structure formation is, in fact, a latent but inducible stromal function, MSC priming has therefore the 

potential to open up new cell sources as therapeutically valuable for neovascularization strategies. 
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3.4. Results 

 

3.4.1. In vitro mesenchymal stem/stromal cells capillary-like structure formation kinetic on Cultrex 

 
Mesenchymal stromal/stem cells (MSC) in vitro VM capacity to form capillary-like structures in time was 

first assessed, as representative phase contrast pictures were taken every hour for up to 4 hours upon seeding 

on top of Cultrex (Fig.3.1A, upper panels). Pictures were digitized for Wimasis analysis (Fig.3.1A, lower 

panels), and mean loop area (Fig.3.1B, left) as well as mean loop perimeter (Fig.3.1B, right) respectively 

quantified from a representative experiment. Altogether, increases in mean loop area and perimeter, and 

maturation of the structures were found to occur with time confirming the capacity of MSC to generate in 

vitro VM. The paracrine regulation impact of the growth factors or extracellular matrix (ECM) proteins 

composing Cultrex was next assessed. Soluble factors were depleted from Cultrex, cells plated on top of 

either complete or growth factors-depleted Cultrex, and VM structures digitized (Fig.3.1C). We found that 

branching points, loops, and tubes parameters were all reduced when cells adhered to growth factors-

depleted Cultrex suggesting that, in addition and beyond ECM protein interaction, VM structures further 

require to respond to growth factors cues (Fig.3.1D) and may require further in-depth investigation in line 

with the nature of the cell surface actors involved in the recognition of ECM proteins. The nature of the 

potential signaling events involved was next investigated. 

 

3.4.2. Transcriptomic analysis reveals the JAK/STAT signaling pathway as a hub in MSC 3D capillary-like 

structures 

 
RNA-Seq analysis was next used to decipher the molecular signature of human MSC cultured as capillary-

like structures and compared to that of cell monolayers to identify signaling pathways which could trigger 

transcriptional regulation induced by VM. Total RNA was extracted from samples for each condition, and 

gene expression modulation was assessed through RNA-Seq. Network graph shows enriched pathways and 

their respective differentially expressed genes (DEGs) in cells cultured on Cultrex versus cells cultured as 

cell monolayers (Fig.3.2A). Upregulated and downregulated genes are color-coded in green and red, 

respectively. KEGG pathways enrichment analysis of DEGs with an absolute fold change (FC) > 2 and 

adjusted p-value < 0.001 in each experimental condition is shown (Fig.3.2B). Among the several pathways 

identified, the JAK/STAT signaling pathway was the most induced, followed respectively by the Wnt, TGF-

ß, and prolactin pathways. 
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3.4.3. Protein-protein interaction network predicts STAT3 interrelationship with downstream biomarkers 

involved in epithelial-to-mesenchymal transition during MSC capillary-like structure formation 

A protein-protein interaction (PPI) network of STAT3 was constructed by using the STRING database 

(https://string-db.org/) and was used to predict and analyze potential STAT3 interactors. Indirect target 

proteins of STAT3 were retrieved from STRING and predicted STAT3 interrelationship with biomarkers 

involved in EMT and inflammation during MSC capillary-like structure formation. These included IL6, 

IL1B, CSF-1 to 3, FOXC2, FN1, and SNAI1 (Fig.3.3A). To confirm those interrelationships, MSC were 

seeded as either monolayers (Plastic, white bars) or as capillary-like structures formed upon 4 hours on top 

of Cultrex (Cultrex, black bars). Total RNA was extracted from triplicate samples for each condition, and 

gene expression modulation was assessed by RT-qPCR as described in the Methods section. In addition to 

STAT3, increases in EMT markers encoding Fibronectin (FN1) and Snail (SNAI1) were observed along 

with predicted FOXC2, an important nuclear factor recently reported to promote VM in ovarian cancer [24] 

(Fig.3.3B). Immunoblotting was further performed using protein lysates isolated from 2D and 3D cultures, 

and confirmed the increases in Fibronectin, Snail, STAT3, and FOXC2 at the protein level (Fig.3.3C). 

 

3.4.4. Pharmacological targeting and transient STAT3 gene silencing abrogate MSC capillary-like structure 

formation, and inhibit the acquisition of an EMT inflammatory molecular signature 

STAT3-mediated transcriptional regulation upon VM was next further assessed in relation to EMT and pro-

inflammatory molecular signatures. Pharmacological approaches were used to target STAT3, and the 

impact on MSC capillary-like structures assessed in the absence (Vehicle) or presence of JAK2/STAT3 

inhibitor AG490, JAK1 and JAK3 inhibitor Tofacitinib, or Src inhibitor PP2. Representative phase contrast 

pictures show that VM structures were altered by these inhibitors (Fig.4A). Next, translocation of STAT3 

within the nucleus was assessed in order to document any STAT3-mediated transcriptional activity. Nuclear 

fractionation was performed as described in the Methods section, and enrichment of the nuclear biomarker 

Fibrillarin observed with virtually no contamination from cytoplasmic GAPDH (Fig.3.4B). Interestingly, 

significant increases of nuclear FOXC2 and SNAI1 were observed within 3D structures, along with 

increased STAT3 and its phosphorylated form (Fig.3.4C). These increases were abrogated upon AG490 

treatment suggesting that STAT3 phosphorylation was a prerequisite for these events to occur. 

 

In addition to the above pharmacological approach, transient gene silencing of STAT3 (siSTAT3) was 

performed as described in the Methods section and cell lysates assessed for STAT3 and GAPDH protein 

expression. Immunoblotting confirmed the efficient STAT3 protein knock-down (Fig.3.5A), and this 

resulted in altered capillary-like structures in comparison to control cells which were transfected with a 
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scrambled siRNA sequence (siScrambled; Fig.3.5B). Among the cellular processes required for VM 

structure formation, intrinsic cell migration was found reduced in conditions where STAT3 was repressed 

(Fig.3.5C, closed circles). This observation supports the signal transducing role of STAT3 in cell migration 

for VM to occur as reported in other cancer cell models [25-27]. Finally, transfected MSC were harvested 

from either cell monolayers (Plastic, white bars) or from capillary-like structures (Cultrex, black bars). 

Total RNA was extracted from triplicate samples for each condition, and gene expression modulation 

assessed by RT-qPCR as described in the Methods section. Interestingly, results demonstrate increased 

expression of a pro-inflammatory molecular signature as reflected by high IL6, IL1b, FOXC2, CSF1, and 

CSF2 gene expression in siScrambled-transfected cells (Fig.3.5D, siScrambled, black bars). In contrast, 

upon STAT3 transient silencing, the above observed increases were significantly prevented in response to 

VM cultures cues (Fig.3.5D, siSTAT3, black bars). 

 

3.4.5. A role for the 37-kDa laminin receptor precursor/67-kDa laminin receptor (RPSA) in MSC capillary-

like structure formation 

Considering the induced Snail expression upon VM and the signaling crosstalk recently reported to link 

Snail to RPSA [28], we further tested whether RPSA was regulated upon VM. MSC were cultured as 

capillary-like structures, total RNA and cell lysates isolated to find that RPSA was induced at both the 

protein (Fig.3.6A) and gene levels (Fig.3.6B). We next assessed the transcriptional control STAT3 or 

FOXC2 potentially exerted on SNAI1 and RPSA gene expression. We found that only STAT3 silencing 

prevented SNAI1 and RPSA to be induced upon VM, whereas FOXC2 silencing did not affect either genes 

expression (Fig.3.6B). Altogether, this suggests that a role for RPSA in VM may be transcriptionally 

regulated downstream from Snail. Interestingly, transient repressing of RPSA lead to decreased protein 

expression (Fig.3.6C) and to reduced capillary-like structures formation (Fig.3.6D, upper panels). This was 

further supported upon pharmacological inhibition of RPSA function with NSC47924 [29] (Fig.3.6D, lower 

panels). 
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3.5. Discussion 

 

Given MSC are easily expandable ex vivo, enhancement strategies, including genetic manipulation, pre-

activation, and modification of culture methods, have been investigated to generate highly functional MSC 

with improved therapeutic efficacy [30]. Here, we highlight a Src/JAK/STAT3 signaling hub as crucial for 

VM and for MSC priming upon capillary-like structure formation. Pre-activating MSC upon VM formation 

mimics their natural tissue engraftment microenvironment in vivo and provides enhanced cell-cell and cell-

ECM interactions. This could significantly improve their future biological behaviour including 

proliferation, immune regulation, and committed differentiation [31]. 

 

As demonstrated here, STAT3 signalling appears crucial for MSC migration, capillary-like structure 

formation, and transcriptional regulation of EMT, inflammatory, and angiogenic biomarkers upon VM. 

Accordingly, MSC mobilization and priming within their perivascular/vascular location is thought to 

regulate vascular function, as well as new blood vessel formation [32-34]. While no single marker currently 

defines native MSC in vivo, their phenotype appears however mainly determined through the specific 

microenvironment location where they engraft and promote tissue regeneration/repair. MSC can regulate 

different processes including inflammation and angiogenesis, the production of ECM, and the regeneration 

of functional cells through cell differentiation. Not surprisingly, those MSC therapeutic properties have 

recently supported their need for cell priming in regenerative medicine [6, 35], in part through their 

angiogenic properties [36-38]. 

 

STAT3 repression further appeared to downregulate VM-induced 37/67 kDa laminin receptor (RPSA) 

expression highlighting a new signaling crosstalk linking capillary-like structure formation to RPSA, a 

molecule that acts as a key player in tumorigenesis, affecting cell growth, adhesion, migration, invasion 

and cell death processes. Noteworthy, roles of the cellular prion protein (PrPC) and RPSA interaction in 

cancer biology have recently emerged [39]. In addition, hypoxia preconditioning was found to enhance 

MSC survival and their angiogenic properties, potentially through induced up-regulation of PrPC which, in 

turn, enhanced MSC proliferation via PrPC-dependent JAK2/STAT3 activation [40]. In line with such 

evidence, vascular progenitors derived from murine MSC were avidly recruited within hypoxic solid tumors 

xenografts [11], and hypoxia found to trigger adaptive metabolic mechanisms [41, 42] and to accelerate 

capillary-like structure formation [43]. Interestingly, homing of MSC towards the hypoxic solid tumor 

microenvironment in vivo was reported to correlate with IL6-mediated STAT3 activation of survival 

pathways which facilitated tumor progression [44]. In line with the induced STAT3 expression observed 

upon VM, prosurvival STAT3 activation was found to prevent MSC apoptosis and to improve infarct repair 
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[45]. Whether PrPC is regulated in VM remains to be explored, although PrPC has high binding affinity for 

RPSA [39, 46]. Elucidation of the role played by PrPC/RPSA interaction in regulating VM may represent a 

very promising avenue to gain insight into tissue regeneration processes and potentially solid tumor 

development. 

 

STAT3 is recognized as a critical transcription factor in angiogenesis through, in part, protein stabilisation 

of HIF-1α [47]. Accordingly, STAT3 deficiency resulted in decreased MSC production of VEGF [48]. Such 

STAT3 involvement was also found to play a role in maintaining the self-renewal properties of cancer stem 

cells [49], where VEGF-mediated angiogenesis was further reported to link EMT-induced cancer stemness 

to tumor initiation [50]. Here, we demonstrate that expression of EMT biomarkers Snail, Fibronectin, and 

RPSA was induced at both the gene and protein levels in VM cultures. More importantly, STAT3 repression 

or pharmacological inhibition prevented their expression and correlated with decreased VM. In support, 

phosphorylation of STAT3 was found to promote VM by inducing EMT in colorectal cancer [25]. Finally, 

selective JAK/STAT3 signalling was reported in the regulation of CSF-2 and CSF-3 in Concanavalin-A-

activated MSC [51, 52] confirming that transcriptional up-regulation of CSF-2 and CSF-3 in activated MSC 

may contribute to their immunomodulatory and proangiogenic phenotype. 

 

The mechanistic parallels and signal transducing pathways between MSC capillary-like structure formation 

and cancer cells VM bring a novel perspective towards understanding their use in therapy and tissue 

regeneration. In cancer, VM is often associated with the classical EMT process where epithelial cells exhibit 

increased migration without complete loss of cell-cell adhesion and polarity [53]. Here, we better defined 

the molecular signature associated with 3D structure formation by MSC, and highlighted the importance 

that STAT3 signaling crosstalk provides in the regulation of the pro-inflammatory/angiogenic/EMT 

phenotype associated to VM (Fig.7). Interestingly, regulation of pathophysiological and tissue regenerative 

functions of MSC were recently found mediated via the Wnt signaling pathway [54]. STAT3 plays a role 

in tissue regeneration by MSC, and it has been suggested that STAT3 activation or inactivation can 

modulate MSC trophic effects [55]. In addition, our transcriptomic screen further supports the fact that both 

the response to, and production of TGF-β, an inducer of the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) 

process, by MSC may regulate their VM capacity as well as immunomodulatory and angiogenic molecular 

signature [56]. 

 

In conclusion, the present study reveals that ECM cues that trigger in vitro VM appear to involve a crucial 

role for Src/JAK/STAT3 signaling in priming MSC to generate capillary-like structures. With regards to 

therapeutic neovascularization, it is tempting to hypothesize that, upon mobilization and engraftment to the 
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injured tissues, circulating MSC primed into capillary-like networks will support a clinically feasible 

pseudo-vasculature to temporarily sustain grafts through VM, until the host vasculature is able to infiltrate 

and remodel the injured tissues. Furthermore, an inflammatory/angiogenic/EMT molecular signature 

associated to MSC VM also supports their role in promoting angiogenesis. 

 

3.6. Methods 

3.6.1. Reagents 

Micro bicinchoninic acid (BCA) protein assay reagents were from Pierce (Micro BCA™ Protein Assay 

Kit; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The polyclonal antibodies against STAT3 (12640S), 

Snail (3879S), FOXC2 (12974S), and Fibronectin (30903S), as well as the monoclonal antibody against 

GAPDH (D4C6R) were all from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). The antibodies against 

37-kDa laminin receptor precursor/67-kDa laminin receptor (RPSA, Ab133645) and ß-Actin were from 

Abcam (Cambridge, UK). HRP-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse immunoglobulin (Ig) G 

secondary antibodies were from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA). The JAK 

family tyrosine kinase inhibitor Tofacitinib (CP-690550) and NSC47924 were from Cedarlane (Burlington, 

ON), while AG490 was from Calbiochem (La Jolla, CA). All other reagents were from Sigma-Aldrich Corp 

(St-Louis, MO, USA). 

 

3.6.2. Cell culture and capillary-like structure formation assay 

Human bone marrow-derived mesenchymal stromal/stem cells (MSC) were purchased from the American 

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Cell culture media was from Life Technologies 

Corp (Carlsbad, CA, USA). Cells were plated in high glucose AMEM supplemented with 10% FBS and 50 

units/mL penicillin/streptomycin and cultured in a humidified incubator at 37°C with 5% CO2. MSC were 

kept subconfluent and expanded in number over 10 passages by a 1:2 split on a weekly basis. VM was 

assessed in vitro using Cultrex (3432-010-01, R&D Systems) to monitor capillary-like structures formation 

[43]. In brief, each well of a 96-well plate was pre-coated with 50 μl of Cultrex. MSC suspension in culture 

media (104 cells/100 μl) was then seeded on top of polymerized Cultrex. Tested compounds were added to 

the cell culture media and incubated at 37°C in a CO2 incubator. Pictures were taken over time using a 

digital camera coupled to a phase-contrast inverted microscope. Mean loop area: For each loop, the area 

(number of pixels) enclosed by it is considered as its area. The mean loop area is the arithmetic mean of all 

loop areas. Mean loop perimeter: For each loop, the pixels that belong to its edge are considered its border 

or perimeter. The mean loop perimeter is the arithmetic mean of all loop perimeters. The number of loops 
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and area covered upon tube branching formed by the cells were quantified using either the Wimasis analysis 

software (https://www.wimasis.com; Cordoba, Spain) or the ImageJ software (https://imagej.net) [57]. 

 

3.6.3. Total RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR 

Total RNA was extracted from cell monolayers using 1 mL of TriZol reagent for a maximum of 3x106 cells 

as recommended by the manufacturer (Life Technologies, Gaithersburg, MD). For cDNA synthesis, 2 µg 

of total RNA was reverse-transcribed using a high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). The cDNA was stored at -20oC prior to PCR. Gene expression was 

quantified by real-time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). DNA 

amplification was carried out using an Icycler iQ5 (Bio-Rad) and product detection was performed by 

measuring the binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. The following primer 

sets were from QIAGEN: FOXC2 (Hs_FOXC2_1_SG, QT00220871), IL1b (Hs_IL1B_1_SG, 

QT00021385), IL6 (Hs_IL6_1_SG, QT00083720), STAT3 (Hs_STAT3_1_SG, QT00068754) SNAI1 

(Hs_SNAI1_SG, QT00010010), Fibronectin (Hs_FN1_1_SG, QT00038024), CSF-1 (Hs_CSF1_1_SG, 

QT00035224), CSF-2 (Hs_CSF2_1_SG, QT00000896), RPSA (Hs_RPSA_1_SG, QT00044310), GAPDH 

(Hs_GAPDH_1_SG, QT00079247) and Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) (Hs_PPIA_4_SG, 

QT01866137). The relative quantities of target gene mRNA were normalized against internal housekeeping 

genes PPIA and GAPDH. The RNA was measured by following a ∆CT method employing an amplification 

plot (fluorescence signal vs. cycle number). The difference (∆CT) between the mean values in the triplicate 

samples of the target gene and the housekeeping genes was calculated with the CFX manager Software 

version 2.1 (Bio-Rad) and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2−∆CT. Single amplicons 

and appropriate melting curves were indicative of specific qPCR conditions and efficacy (not shown). 

 

3.6.4. Transfection method and RNA interference 

For gene silencing experiments, MSC were transiently transfected with siRNA sequences using 

Lipofectamine-2000 transfection reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Gene silencing 

was performed using 20 nM siRNA against RPSA (Hs_RPSA_1 siRNA, SI03045371), STAT3 

(Hs_STAT3_7 siRNA, S102662338), or scrambled sequences (AllStar Negative Control siRNA, 1027281). 

The above small interfering RNA and mismatch siRNA were all synthesized by QIAGEN and annealed to 

form duplexes. Gene silencing efficacy was assessed by RT-qPCR as described above. 
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3.6.5. Total RNA library preparation 

Total RNA library preparation was conducted as previously described by us [58]. In brief, 500 ng of total 

RNA was extracted from MSC cultures for library preparation. RNA quality was assessed with the 

Bioanalyzer RNA 6000 Nano assay on the 2100 Bioanalyzer system (Agilent technologies, Mississauga, 

ON), ensuring all samples had an RNA integrity number (RIN) above eight. The KAPA mRNA-Seq 

HyperPrep kit (KAPA, Cat no. KK8581) was used for library preparation. Ligation was performed with 

Illumina dual-index UMI, and 10 PCR cycles to amplify cDNA libraries. Libraries were quantified by 

QuBit and BioAnalyzer DNA1000. All libraries were diluted to 10 nM and normalized by qPCR using the 

KAPA library quantification kit (KAPA; Cat no. KK4973). Finally, libraries were pooled to equimolar 

concentrations, and three biological replicates were generated. 

 

3.6.6. RNA sequencing 

High RNA quality was confirmed as previously described [58]. The samples were then sequenced at the 

Genomics Core Facility of the Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC, Montreal, QC). 

 

3.6.7. Reads alignment and differential expression analysis 

Reads were aligned and sorted by coordinates to the human genome build 38 (GRCh38.p13) with version 

37 of Gencode gene annotations, using the STAR aligner (STAR_2.7.1a) [59, 60]. Quantification of genes 

was performed during alignment by STAR. Differentially expressed genes among groups were identified 

using the R packages DESeq2 (v 1.30.1) [61]. After analysis, only genes with adjusted p-values (adjp) < 

0.05, and log2 fold change (FC) ≥1.0 were considered significant. Hierarchical clustering of differentially 

expressed genes was used to represent the results (R package ggplot2) and heatmaps generated [62]. For all 

statistical analyses, differences were considered statistically significant if the adjp value calculated by 

Student’s t-test with Bonferroni correction were <0.05. 

 

3.6.8. Gene set enrichment analysis 

The gene set enrichment analysis (GSEA) was done as described previously [58] and performed with the 

GSEA software version 4.2.3 (https://www.gsea-msigdb.org) [63] with the complete set of normalized 

input values, using the Hallmark, canonical pathway gene sets (chemical and genetic perturbations, 

BioCarta, Reactome, and Kegg), and Gene Ontology (GO) gene sets (Biological process). Molecular 

Signatures Database (MSig-DB; https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/collections.jsp), version 7.5.1 

was applied to genes modulated in 3D differentiated MSC compared to 2D cells (values (adjp) < 0.05, and 
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log2 FC ≥ 1.0 were considered as significant) to generate a signature list of the top modulated genes from 

the following Curated gene sets and Gene Ontology. Software used for the analysis of data during this 

project included GraphPad Prism and R (version >3.4). For all statistical analyses, differences were 

considered statistically significant if the adjp value calculated by Student’s t-test with Bonferroni correction 

were <0.05. 

 

3.6.9. Data preparation 

The associative relationships of STAT3 were retrieved from STRING v11 database (https://string-db.org) 

[64], with a confidence score setting of 0.4, and the maximum number of interactions to show was no more 

than 10. 

 

3.6.10. Nuclear extraction 

Nuclear extraction was performed as described by us previously [65]. Briefly, cell monolayers were first 

lysed with a cytoplasmic buffer and then with a nuclear buffer according to the manufacturer’s instructions 

(Invent Biotechnologies, SC-003). In the case of the cells cultured on Cultrex, they were first detached from 

the matrix using a non-enzymatic Cultrex organoid harvesting and dissociation solution (3700-100-01) 

from R&D Systems (Toronto, ON). 

 

3.6.11. Western blot 

Electrophoresis reagents origin, total cell lysis procedure, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

(PAGE), electro transfer to low-fluorescence polyvinylidene difluoride membranes, and immunodetection 

were conducted as described in detail previously [66]. Immunoreactive material was visualized by enhanced 

chemiluminescence (ECL). 

 

3.6.12. Real-time cell migration assay 

Real-time cell migration assays were conducted as described in detail by us previously using the Real-Time 

Cell Analyser (RTCA) Dual-Plate (DP) instrument and the xCELLigence system (Roche Diagnostics, QC) 

[66]. MSC were transfected with 2 nM siRNAs (siScrambled and siSTAT3) as described above. After 

transfection, 25,000 cells per well were seeded in a CIM-plate 16 (Roche Diagnostics) and incubated at 

37°C under a humidified atmosphere containing 5% CO2 for 24 hours. Cell migration was monitored every 

2 hours for 20 hours. The impedance value was measured by the RTCA DP Instrument and expressed as 

an arbitrary unit called the Cell Index. Each experiment was performed in quadruplicate wells. 
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3.5.13. Statistical data analysis 

All statistical analyses were conducted using the GraphPad Prism 7 software (https://www.graphpad.com; 

San Diego, CA). Data and error bars are presented as the mean ± standard error of the mean (SEM) from 

three or more independent experiments, unless otherwise specified. Hypothesis testing was performed using 

the Mann-Whitney test (two group comparisons). Probability values of less than 0.05 (*) or 0.01 (**) were 

considered significant. 

  

https://www.graphpad.com/
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FIGURES 

 

Figure 3.1. In vitro mesenchymal stem/stromal cells capillary-like structure formation on Cultrex. 

Mesenchymal stem/stromal cells (MSC) monolayers were trypsinized and seeded on top of Cultrex to 

generate capillary-like structures as described in the Methods section. A) Representative phase contrast 

pictures were taken (upper panels), and WIMASIS analysis of the structures represented in blue (lower 

panels). B) Capillary-like structures were quantified using WIMASIS and representative quantification 

provided for mean loop area (left panel) and mean loop perimeter (right panel) presented. C) MSC were 

seeded on top of complete Cultrex or on Cultrex that was depleted from soluble factors as described in the 

Methods section, and representative phase contrast pictures taken (upper panels) and WIMASIS analysis 

of the structures represented in blue (lower panels). D) VM parameters were extracted from the WIMASIS 

analysis of C), and data expressed as percent of the value obtained on complete Cultrex. All experiments 

were performed in triplicates from different MSC passages.  
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Figure 3.2. Transcriptomic analysis reveals JAK/STAT signaling pathway as a hub in MSC capillary-like 

structure formation. Human mesenchymal stem/stromal cells (MSC) were seeded as either cell monolayers 

or as capillary-like structures on top of Cultrex for 4 hours. Total RNA was extracted from triplicate samples 

for each condition, and gene expression modulation was assessed through RNA-Seq analysis as described 

in the Methods section. A) Network graph showing enriched pathways and their respective differentially 

expressed genes (DEGs) in cells cultured on Cultrex versus cells cultured as monolayers. Upregulated and 

downregulated genes are color-coded in green and red, respectively. B) KEGG pathways enrichment 

analysis of DEGs with an absolute fold change (FC) > 2 and adjusted p-value < 0.001 in each experimental 

condition [68-70]. Data was analyzed on triplicate samples from a representative experiment. 
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Figure 3.3. Transcriptomic analysis reveals JAK/STAT signaling pathway as a hub in MSC capillary-like 

structure formation. A) Indirect target proteins of STAT3 were retrieved from STRING as described in the 

Methods section. B) Human mesenchymal stem/stromal cells (MSC) were seeded as either monolayers 

(Plastic, white bars) or as capillary-like structures on top of Cultrex (Cultrex, black bars) for 4 hours. Total 

RNA was extracted from triplicate samples for each condition, and gene expression modulation was 

assessed by RT-qPCR as described in the Methods section. C) Lysates were isolated from monolayers and 

from VM cultures, and used to perform immunoblotting analysis of the indicated biomarkers at the protein 

level. Cropped blots are presented for the sake of clarity and conciseness of data presentation. Uncropped 

full-length blots are presented in the Supplementary data section, as Supplementary Figure S3C. Protein 

data are representative from two distinct experiments. RT-qPCR data originates from triplicate sample 

analysis. 
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Figure 3.4. STAT3 pharmacological targeting alters MSC capillary-like structure formation and nuclear 

expression of FOXC2 and SNAIL. A) Human mesenchymal stem/stromal cells (MSC) were seeded on top 

of Cultrex and capillary-like structures generated for 4 hours in the absence (Vehicle) or presence of 10 μM 

JAK/STAT3 inhibitors AG490 and Tofacitinib, or Src inhibitor PP2 respectively. Representative phase 

contrast pictures were taken. B) Nuclear fractionation protocol was performed to validate by Western 

blotting nuclear Fibrillarin enrichment and enriched cytosolic GAPDH. C) Nuclear fractionation was 

performed from MSC monolayers or from capillary-like structures treated or not with AG490. Total 

proteins were extracted and representative blots for FOXC2, Fibrillarin, SNAIL, STAT3, and 

phosphoSTAT3 are presented. Protein data are representative from three distinct experiments. Cropped 

blots are presented for the sake of clarity and conciseness of data presentation. Uncropped full-length blots 

are presented in the Supplementary data section, as Supplementary Figure S4B and S4C. 
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Figure 3.5. STAT3 gene silencing alters MSC capillary-like structure formation, cell chemotaxis, and 

acquisition of an inflammatory phenotype. A) Gene silencing of STAT3 (siSTAT3) was performed in 

human mesenchymal stem/stromal cells (MSC) as described in the Methods section. Control cells were 

transfected with a scrambled siRNA sequence (siScrambled). Cell lysates were assessed for GAPDH and 

STAT3 protein expression. Cropped blots are presented for the sake of clarity and conciseness of data 

presentation. Uncropped full-length blots are presented in the Supplementary data section, as 

Supplementary Figure S5A. B) Transfected MSC were seeded on top of Cultrex and 3D capillary-like 

structures generated for 4 hours. Representative phase contrast pictures were taken (upper panels) and 

WIMASIS analysis (lower panels) performed, or C) real-time cell migration assessed using the 

xCELLigence as described in the Methods section. D) Transfected MSC were seeded as either monolayers 

(Plastic, white bars) or as capillary-like structures on top of Cultrex (Cultrex, black bars) for 4 hours. Total 

RNA was extracted from triplicate samples for each condition, and gene expression modulation was 

assessed by RT-qPCR as described in the Methods section. Protein and VM data are representative from 

two distinct experiments. RT-qPCR data were analyzed from triplicate samples. 
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Figure 3.6. A role for the 37-kDa laminin receptor precursor/67-kDa laminin receptor (RPSA) in MSC 3D 

capillary-like structure formation. Human mesenchymal stem/stromal cells (MSC) were seeded as either 

monolayers or as capillary-like structures on top of Cultrex for 4 hours. Cell lysates and total RNA were 

extracted from each condition. A) Immunoblotting was performed to detect RPSA protein levels. B) RT-

qPCR was performed to assess gene expression in cells cultured as capillary-like structures (Black bars) vs 

monolayers (Open bars) upon transient gene silencing of either STAT3 (siSTAT3) or FOXC2 (siFOXC2) 

as described in the Methods section. C) Cell lysates were assessed to confirm transient gene silencing of 

RPSA (siRPSA) at the protein level, and representative capillary-like structures phase-contrast pictures 

taken in D) transfected cells (upper panels), or cells treated with a pharmacological RPSA inhibitor (lower 

panels). Cropped blots are presented for the sake of clarity and conciseness of data presentation. Protein 

and VM data are representative from two distinct experiments. RT-qPCR data were analyzed from triplicate 

samples. Uncropped full-length blots are presented in the Supplementary data section, as Supplementary 

Figure S6A and S6C. 
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Figure 3.7. Scheme summarizing the STAT3 signaling hub and regulatory impact on capillary-like structure 

formation, and on the acquisition of an angiogenic, inflammatory, and EMT phenotype. MSC monolayers 

can recapitulate in vitro VM when cultured on Cultrex. Capillary-like structures can be inhibited in the 

presence of AG490 and PP2, respectively JAK/STAT3 and Src inhibitors. MSC priming on Cultrex triggers 

STAT3 expression which, in turn, can regulate the acquisition of an EMT phenotype (increased SNAIL, 

FOXC2, and RPSA), as well as an angiogenic/inflammatory molecular signature (increased IL6/IL1b/CSF-

1, -2). Collectively, this phenotype may form pseudo-vasculature and sustain early pro-angiogenic 

processes physiologically. 
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4.1 Résumé 

 

La voie de signalisation Hippo joue un rôle tumorigène dans le glioblastome (GBM), une tumeur hautement 

angiogénique, tandis que la capacité des inhibiteurs cliniquement pertinents de cette voie à cibler les 

mécanismes adaptatifs impliqués dans la chimiorésistance du GBM demeure encore peu documentée. 

L’impact moléculaire de ces inhibiteurs a été évalué ici in vitro sur un processus alternatif à l’angiogenèse 

tumorale, le mimétisme vasculogénique (VM), à l’aide de modèles cellulaires dérivés de GBM. Une analyse 

in silico des niveaux d’expression transcriptionnelle des effecteurs en aval de la voie Hippo (YAP1, TAZ 

et TEAD1) dans des tissus de gliomes de bas grade (LGG) et de GBM a été réalisée à l’aide de la plateforme 

GEPIA. Les effets de trois inhibiteurs de la voie Hippo (GNE7883, VT107 et IAG933) ont été évalués sur 

la migration cellulaire et la formation de VM in vitro dans les lignées U87 et U251 cultivées sur matrice 

Cultrex. L’expression génique et protéique de YAP1 a été analysée lors du VM, ainsi que sa translocation 

nucléaire. La répression génique transitoire de YAP1 par siARN a permis d’évaluer son rôle fonctionnel 

dans la migration, le VM et la régulation transcriptionnelle de CTGF et CYR61. Les niveaux de transcrits 

de TAZ ne différaient pas entre les tissus sains et tumoraux analysés. En revanche, les transcrits de YAP1 

étaient significativement augmentés dans les tissus de GBM, tandis que TEAD1 était surexprimé à la fois 

dans les LGG et les GBM. Les trois inhibiteurs de la voie Hippo testés ont significativement inhibé la 

migration des cellules U87 et U251 ainsi que la formation du VM in vitro. L’expression génique et protéique 

de YAP1 était induite lors du VM, tandis que sa translocation nucléaire était bloquée par les inhibiteurs de 

la voie Hippo. Le silençage de YAP1 a entraîné une inhibition de la migration cellulaire, de la formation 

du VM ainsi qu’une diminution de la transcription de CTGF et de CYR61. Le ciblage du mimétisme 

vasculogénique par des inhibiteurs de la voie Hippo représente une approche prometteuse pour contourner 

la chimiorésistance du glioblastome et pourrait constituer un complément thérapeutique efficace aux 

traitements actuels des tumeurs cérébrales. 

 

Mots-clés : Chimiorésistance, Glioblastome, Voie Hippo, Mimétisme vasculogénique, YAP/TEAD 
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4.2 Abstract 

 

The Hippo pathway plays a tumorigenic role in highly angiogenic glioblastoma (GBM), whereas little is 

known about clinically relevant Hippo pathway inhibitors capacity to target adaptive mechanisms involved 

in GBM chemoresistance. Their molecular impact was investigated here in vitro against an alternative 

process to tumor angiogenesis termed vasculogenic mimicry (VM) in GBM-derived cell models. In silico 

analysis of the downstream Hippo signaling members YAP1, TAZ, and TEAD1 transcript levels in low-

grade glioblastoma (LGG) and GBM tumor tissues was performed by using GEPIA. TAZ transcript levels 

did not differ between the healthy and tumor tissues data analyzed. In contrast, YAP1 transcript levels were 

elevated in GBM tissues, whereas TEAD1 levels were high in both LGG and GBM. All three Hippo 

pathway inhibitors tested, GNE7883, VT107, and IAG933 inhibited U87 and U251 cell migration and in 

vitro VM as assessed on Cultrex matrix. YAP1 gene and protein expression were induced upon VM, and 

its translocation to the nucleus was inhibited by the Hippo pathway inhibitors tested. SiRNA-mediated 

transient silencing of YAP1 repressed cell migration, VM formation and CTGF and Cyr61 transcription. In 

conclusion, targeting of VM using Hippo pathway inhibitors could help circumvent GBM chemoresistance 

and effectively complement other brain cancer treatments. 

 

Key words: Chemoresistance, Glioblastoma, Hippo pathway, Vasculogenic mimicry, YAP/TEAD 
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4.3. Introduction 

 

The Hippo pathway is a key growth control pathway, which downstream effectors YAP (Yes-associated 

protein) and TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-binding motif), are frequently activated in cancers 

driving cell proliferation and tumor survival.1-4 Based on the premise that sustained interactions between 

YAP/TAZ and TEADs (transcriptional enhanced associate domain) are central to their transcriptional 

activities, recently discovered potent small-molecule inhibitors which allosterically block the interactions 

between YAP/TAZ and all human TEAD paralogs through binding to their TEAD lipid pocket were 

developed and clinical trials initiated.5 While Hippo pathway dysregulation is associated with various 

cancers,6,7 impact of its specific targeting in highly invasive and angiogenic brain tumors such as 

glioblastomas (GBM) remains poorly understood. Pharmacological targeting of the chemoresistance 

phenotype associated to GBM further becomes highly relevant to also circumvent the molecular 

mechanisms associated with cancer treatment resistance.8,9 

 

Recent studies have shown promising results in designing anticancer therapeutic strategies to target the 

Hippo pathway.10 As such, preclinical studies suggest that these approaches can restore normal pathway 

function and suppress tumor development.11 While the effectiveness of drugs targeting the Hippo pathway 

is currently being evaluated in clinical trials, overactivation of YAP/TAZ was found to contribute to 

uncontrolled cell growth and tumor progression in GBM,12-14 leading to therapy resistance through, in part, 

the maintenance of the cancer stem cell population.15 This further contributed to the immunosuppressive 

environment of GBM, making it difficult for the immune system to target and destroy cancer cells.16 

 

Vasculogenic mimicry (VM), a process believed to involve glioma stem-like cells to generate vascular-like 

structures that supply blood for tumor growth and metastasis,17 is associated with poor clinical outcomes 

and resistance to anti-angiogenesis therapies in various cancers, including GBM.18 The molecular 

mechanisms underlying VM formation are complex and not fully understood, but recent evidence suggests 

that the Hippo pathway may play a key role in this process.19,20 In particular, YAP1 has been inferred to 

promote VM formation, migration, and invasion in hepatocellular carcinoma.19 This evidence makes the 

Hippo pathway a potential target for anti-tumor and anti-metastasis therapies for inhibiting VM in GBM. 

 

Several drugs have been granted an orphan drug designation by the U.S. Food and Drug Administration 

(FDA) and the European Medicines Agency (EMA) for the treatment of GBM.21-23 Yet, there remains a 

high unmet need for new therapeutic strategies for GBM patients.24 Recently, development of LM98, a 

small-molecule TEAD inhibitor derived from flufenamic acid was shown to reduce Cyr61 and CTGF 
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transcription, and led to the inhibition of triple-negative breast cancer-derived MDA-MB-231 cell migration 

and to cell cycling arrest in the S phase.25 Interestingly, Cyr61 and CTGF basal transcript levels were found 

elevated in GBM tissues and were further upregulated when in vitro VM was monitored in U87 GBM 

cells.26 Consequently, specific silencing of Cyr61 and CTGF or treatment with LM98 impaired in vitro 

VM.26 Concomitantly, development of LM41, AF2112, and HC258, the latter being a covalent acrylamide 

TEAD inhibitor, also strongly reduced the expression of CTGF, Cyr61, Axl and NF2.27,28 Given its role in 

tumor progression and chemoresistance, as well as metastasis in several cancers, therapeutic targeting of 

the Hippo pathway-regulated VM may therefore hold promise against high-grade GBM.12,14 

 

In this study, we assessed the in vitro pharmacological properties of three clinically relevant TEAD binders 

that target the Hippo pathway to determine at the molecular level if they can circumvent VM-mediated 

chemoresistance mechanisms in human GBM-derived cell models. These inhibitors included GNE7883, a 

potent, reversible, allosteric inhibitor of the YAP1-TEAD interaction,5 IAG933 that is currently in phase I 

clinical study in patients with mesothelioma, NF2/LATS1/LATS2-mutated tumors and tumors with 

functional YAP1/TAZ fusions,11,29 and VT107 currently being studied in clinical trials for its potential to 

inhibit TEAD auto-palmitoylation in mesothelioma.30 
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4.4. Materials 

 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma-Aldrich Corp 

(St Louis, MO, USA). Cell culture media EMEM was from Wisent (320-005 CL). Electrophoresis reagents 

were purchased from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA). The HyGLO™ Chemiluminescent HRP 

(horseradish peroxidase) Antibody Detection Reagents were from Denville Scientific Inc (Metuchen, NJ, 

USA). Micro bicinchoninic acid (BCA) protein assay reagents were from Pierce (Micro BCA™ Protein 

Assay Kit; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The monoclonal antibodies against GAPDH 

(D4C6R) and YAP1 (1A12) were from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). The monoclonal 

antibody against Fibrillarin (NB300-269) was purchased from Novus Biologicals (Toronto, ON). HRP-

conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse immunoglobulin (Ig) G secondary antibodies were from 

Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA). 

 

4.5. Methods 

 

4.5.1. Cell culture and capillary-like structure formation assay 

The human U87 (HTB-14), U118 (HTB-15), U138 (HTB-16), and U251 glioblastoma cell lines were from 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). They were all maintained in Eagle’s 

Minimum Essential Medium (Wisent, 320-006CL) containing 10% (v/v) calf serum (HyClone 

Laboratories, SH30541.03), 2 mM glutamine, 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich Canada, P2256), 100 

units/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin (Wisent, 250-202-EL). Cells were incubated at 37°C with 

5% CO2. VM was assessed in vitro using Cultrex (3432-010-01, R&D Systems, Inc.; Toronto, ON) to 

monitor 3D capillary-like structures formation.31 In brief, each well of a 96-well plate was pre-coated with 

50 μl of Cultrex. Cell suspension in culture media (2×104 cells/100 μl) was then seeded on top of 

polymerized Cultrex. Tested Hippo pathway inhibitors, IAG933, VT107, and GNE7883 were obtained 

from Chemietek (Indianapolis, IN, USA) and were added to the cell culture media at a 1 μM concentration 

and incubated at 37°C in a CO2 incubator. Pictures were taken over time using a digital camera coupled to 

a phase-contrast inverted microscope. Mean loop area: For each loop, the area (number of pixels) enclosed 

by it is considered as its area. The mean loop area is the arithmetic mean of all loop areas. Mean loop 

perimeter: For each loop, the pixels that belong to its edge are considered its border or perimeter. The mean 

loop perimeter is the arithmetic mean of all loop perimeters. The number of loops and area covered upon 

tube branching formed by the cells were quantified using either the Wimasis analysis software (Cordoba, 

Spain) or the ImageJ software.32 
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4.5.2. Total RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR 

Total RNA was extracted from cell monolayers using 1 mL of TriZol reagent for a maximum of 3x106 cells 

as recommended by the manufacturer (Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA). For cDNA synthesis, 

1-2 µg of total RNA was reverse-transcribed using a high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) or, in the case of the gene array, a R2 First Strand kit (QIAGEN, 

Valencia, CA, USA). The cDNA was stored at -80oC prior to PCR. Gene expression was quantified by real-

time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). DNA amplification 

was carried out using an Icycler iQ5 (Bio-Rad) and product detection was performed by measuring the 

binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. The following primer sets were 

from QIAGEN: YAP1 (Hs_YAP1_1_SG, QT00080822), TEAD1 (Hs_TEAD1_1_SG, QT00000721), 

CTGF (Hs_CTGF_1_SG, QT00052899), CYR61 (Hs_CYR61_1_SG, QT00003451), GAPDH 

(Hs_GAPDH_1_SG, QT00079247) and Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA; Hs_PPIA_4_SG, 

QT01866137). The relative quantities of target gene mRNA were normalized against internal housekeeping 

genes PPIA and GAPDH. The RNA was measured by following a ∆CT method employing an amplification 

plot (fluorescence signal vs. cycle number). The difference (∆CT) between the mean values in the triplicate 

samples of the target gene and the housekeeping genes was calculated with the CFX manager Software 

version 2.1 and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2−∆CT. 

 

4.5.3. In silico analysis of TAZ, YAP1 and TEAD1 transcripts levels in clinical glioblastoma and low-

grade glioma tissues 

A Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) web server was used to analyze the RNA 

sequencing expression data of glioblastoma tumors (GBM, n = 163) vs. healthy tissue (n = 207), and of 

low-grade glioma (LGG, n = 518) vs. healthy tissue (n = 207) from The Cancer Genome Atlas (TCGA) and 

the normal brain tissue in Genotype-Tissue Expression (GTEx) databases.33 GEPIA provides customizable 

functions such as tumor/normal differential expression analysis, profiling according to cancer types or 

pathological stages, patient survival analysis, similar gene detection, correlation analysis, and 

dimensionality reduction analysis (http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php, accessed on August 30th, 2024). 

One-way ANOVA was used for differential analysis of gene expression using disease states (LGG, GBM) 

or healthy tissues as variables for the box plots. 
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4.5.4. Transfection method and RNA interference 

For gene silencing experiments, U87 and U251 glioblastoma cells were transiently transfected with siRNA 

sequences using Lipofectamine-2000 transfection reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Gene silencing was performed using 20 nM siRNA against YAP1 (FlexiTube siRNA, SI02662954), or 

scrambled sequences (AllStar Negative Control siRNA, 1027281). The above small interfering RNA and 

mismatch siRNA were all synthesized by QIAGEN and annealed to form duplexes. Gene silencing efficacy 

was assessed by RT-qPCR as described above. 

 

4.5.5. Real-time cell migration assay 

Experiments were carried out using the Real-Time Cell Analyser (RTCA) Dual-Plate (DP) Instrument and 

the xCELLigence system (Roche Diagnostics, Laval, QC), following the instructions of the supplier. Cells 

were treated with vehicle (1% DMSO) or 10 μM of the tested Hippo pathway inhibitors. 2,5x104 cells per 

well were seeded in a CIM-plate 16 and incubated at 37°C under a humidified atmosphere containing 5% 

CO2 for 24 hours. Prior to cell seeding, the underside of each well in the upper chamber was coated with 

0.15% gelatin in PBS and incubated for 1 hour at 37°C. The lower chamber wells were filled with either 

serum-free medium or serum-enriched medium. After 30 min of adhesion, cell migration was monitored 

every 5 min for 2 hours. The impedance value was measured by the RTCA DP Instrument and expressed 

as an arbitrary unit called the Cell Index. Each experiment was performed in quadruplicate wells. 

 

4.5.6. Nuclear extraction 

Cell monolayers were first lysed with a cytoplasmic buffer and then with a nuclear buffer according to the 

manufacturer’s instructions (Invent Biotechnologies, SC-003). In the case of cells cultured on Cultrex, they 

were first detached from the matrix using a non-enzymatic Cultrex organoid harvesting and dissociation 

solution (3700-100-01, R&D Systems, Toronto, ON). 

 

4.5.7. Western blot 

Cytosolic and nuclear fractions were isolated as described above. Total cell lysis was performed in a buffer 

containing 1 mM each of sodium fluoride (NaF) and sodium orthovanadate (Na3VO4). Proteins (10-20 µg) 

were then separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Next, proteins were electro-

transferred to low-fluorescence polyvinylidene difluoride membranes and blocked for 1 hour at room 

temperature with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5) 

containing 0.3% Tween-20 (TBST; Bioshop, TWN510-500). Membranes were washed in TBST and 
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incubated overnight with the appropriate primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST containing 3% 

BSA and 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich) at 4°C and on a shaker. After three washes with TBST, the 

membranes were incubated for 1 hour with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse 

IgG at 1/2,500 dilutions in TBST containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive material was visualized 

by ECL. 

 

4.5.8. Statistical data analysis 

Data and error bars were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) of three or more 

independent experiments unless otherwise stated. Hypothesis testing was conducted using the Kruskal-

Wallis test followed by a Dunn Tukey’s post-test (data with more than three groups) or a Mann-Whitney 

test (two-group comparisons). Probability values of less than 0.05 (*) were considered significant and 

denoted in the figures. All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 7 software (San 

Diego, CA, USA). 
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4.6. Results 

 

4.6.1. Gene expression profiles of TAZ, YAP1 and TEAD1 in four human glioblastoma cell lines and in 

clinically annotated glioblastoma tumor tissues. 

TAZ, YAP1 and TEAD1 are key players in the Hippo signaling pathway in GBM where their expression 

and activation complex activates the transcription of genes involved in cell proliferation and survival.34 

YAP1 overexpression in GBM has additionally been linked to enhanced autophagy and lead to 

chemoresistance.35 Here, transcript levels from 518 clinically annotated low-grade glioma (LGG) and 163 

GBM tissues were retrieved from the TCGA and from the normal brain tissue in GTEx databases and 

compared to 207 healthy tissues. YAP1 and TEAD1 transcript levels were effectively found increased in 

GBM tissues, whereas those of TAZ remained unchanged between the healthy and tumor tissues data 

analyzed (Fig.4.1A). Increases in YAP1 and TEAD1 were reported previously to also correlate with 

increased levels of Cyr61, CTGF, and Axl.26 Interestingly, YAP1 increases appeared specific to GBM 

whereas TEAD1 was found increased in less invasive LGG as well, making it a less specific biomarker to 

distinguish between LGG and GBM. This observation therefore suggests a specific role for YAP1 in the 

more aggressive stage that GBM represent. YAP1 and TEAD1 gene expression profile was validated by a 

single amplicon amplification (not shown) and quantified by RT-qPCR in four different human GBM-

derived cell line models, namely the U87, U118, U138, and U251 cells (Fig.4.1B). YAP1 was further found 

to be significantly expressed at the protein level in these four cell lines and coherent with gene expression 

(Fig.4.1C). 

 

4.6.2. Hippo pathway clinical inhibitors alter the chemotactic cell migration of human U87 and U251 

glioblastoma cells. 

Recent evidence has shown that targeting the YAP-TEAD interaction can be a promising therapeutic 

strategy for GBM.36 Here, clinically relevant Hippo pathway pharmacological inhibitors IAG933, 

GNE7883, and VT107 (Fig.2B) were screened against four different human GBM-derived cell line models. 

Real-time cell migration shows that serum-mediated chemotaxis (Fig.4.2A, closed circle) was required to 

monitor significant migration in U87 and U251 cells, whereas in the absence of serum very low chemotaxis 

was observed (Fig.4.2A, open circle). Intriguingly, virtually no response to serum was observed in U118 

and U138 cells. When U87 and U251 cells were treated with any of the three Hippo pathway inhibitors, a 

significantly reduced relative cell migration was observed ranging from 25-40% inhibition (Fig.4.2C). 

Given their migration profile and response to Hippo pathway inhibition, these two cell line models were 

next further investigated for their involvement in in vitro VM. 



 

116 

 

4.6.3. Hippo pathway clinical inhibitors alter in vitro vasculogenic mimicry of human U87 glioblastoma 

cells. 

VM is particularly notable in GBM and is associated with poor prognosis.18,37 Such process represents a 

significant challenge in GBM treatment as tumor cells form vessel-like structures that facilitate blood 

supply independently of endothelial cells.38 Clinical targeting of VM implies that one aims at circumventing 

the hypoxic tumor’s ability to sustain itself and resist anti-angiogenic therapies, which target traditional 

blood vessel formation. Given that targeted Hippo pathway treatments inhibited U87 and U251 cell 

migration, in vitro VM was next assessed. U87 cells were seeded on top of Cultrex and 3D capillary-like 

structures formed as described in the Methods section (Fig.4.3A, upper panels). Increasing concentrations 

of GNE7883 and IAG933 were found to alter VM structures with IC50 values ranging from 0.04-0.1 μM in 

line with previously reported data (Fig.4.3B). VT107, within that time frame, did not alter VM structures 

and required over 48 hours to exert its anti-VM inhibitory effect (not shown). Along with their ability to 

inhibit chemotactic cell migration, the tested Hippo pathway inhibitors also altered VM structures in the 

U251 GBM-derived cell line model (not shown). 

 

4.6.4. In vitro VM triggers nuclear YAP1 expression in U87 and U251 glioblastoma cells and is inhibited 

by Hippo pathway pharmacological targeting. 

Recent evidence established the utility of anti-YAP/TAZ therapy in mouse models of metastatic melanoma 

whereby inhibition of VM appeared to prolong survival of mice with melanoma brain metastases.39 How in 

vitro VM-mediated capillary-like structure formation modulated YAP1 expression and transcriptional 

activity was next addressed. U87 and U251 GBM cells were therefore seeded either as monolayers (2D) or 

on top of Cultrex (3D) to generate capillary-like structures. Subcellular fractionation was performed to 

isolate the cytosol and nuclear fractions from 2D or 3D cells. Nuclear YAP1 expression was found to 

significantly increase upon formation of VM in both of the cell lines tested (Fig.4.4A). When cytosolic and 

nuclear fractions were isolated from U87 GBM cells seeded on Cultrex and treated with either vehicle or 

the indicated Hippo pathway inhibitors, nuclear YAP1 expression was reduced (Fig.4.4B). Finally, 

transcript levels of two of the Hippo pathway downstream effectors CTGF and Cyr61 previously reported 

to be induced upon in vitro VM26 were assessed in U87 cells. CTGF and Cyr61 were effectively found 

induced upon capillary-like structure formation, and such induction prevented by GN7883 (Fig.4.4C). 

Collectively, this evidence suggests that nuclear YAP1 correlated with in vitro VM and contributed to the 

anti-Hippo pathway pharmacological inhibition of VM through, in part, reduced transcriptional regulation 

of downstream effectors involved in 3D capillary-like structure formation. The direct impact of YAP1 on 
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VM was next addressed. 

 

4.6.5. Silencing of YAP1 alters in vitro VM and cell migration in U87 and U251 glioblastoma cells. 

To assess the direct impact of YAP1 on VM, transient gene silencing was performed to specifically repress 

YAP1 and this was validated by immunoblotting at the protein level in both U87 and U251 cells (Fig.4.5A). 

Cells were next seeded on top of Cultrex and 3D structures found to be significantly altered as compared 

to control cells (siScrambled, Fig.4.5B). Transfected U87 and U251 cells were further assessed for real-

time chemotactic cell migration in response to serum. YAP1 repression was found to significantly inhibit 

chemotaxis in both cell models (Fig.4.5C). This observation provides evidence as to the direct impact of 

YAP1 on cell migration and ultimately supports its role on VM when Hippo pathway inhibitors prevent its 

nuclear expression. Finally, YAP1-mediated transcriptional regulation of CTGF and Cyr61 gene expression 

was explored by RT-qPCR in U87 cells. Specific siRNA-mediated repression of YAP1 was confirmed 

(Fig.4.5D), and this abrogated the induction of CTGF and Cyr61 upon capillary-like structure formation 

(Fig.4.5E). 
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4.7. Discussion 

 

YAP1 involvement in the progression of LGG into secondary GBM and acquisition of an aggressive brain 

tumor phenotype is increasingly recognized.40,41 As such, YAP1 overexpression was found to induce 

invasion and migration in GBM cells and was related to poor prognosis.42 A knockdown of YAP1 was 

further found to inhibit tumor growth.43,44 Along with the YAP/TAZ oncogenic transcriptional role, elevated 

levels of TAZ were linked to the promotion of a Temozolomide-resistance phenotype in human glioma 

cells.45 Importantly, a growing body of literature also implicates YAP/TAZ activation in resistance to 

targeted therapies, chemotherapy, radiation, and immunotherapies.46 Implication of the Hippo/YAP1 

signaling pathway in resistance to chemotherapy was highlighted in GBM as well as in osteosarcoma where 

it increased resistance to drugs like methotrexate and doxorubicin.12,47 

 

Given that TAZ levels did not differ between the healthy and tumor tissues data analyzed, and that TEAD1 

could not discriminate between LGG and GBM tissues, we chose here to specifically assess the importance 

of the Hippo/YAP1 signaling in the highest aggressive type of brain cancer that GBM represent and where 

in silico analysis of YAP1 revealed significant and specific increases in clinically annotated GBM tissues. 

Key points highlighting such importance support the fact that Hippo pathway dysregulation leads to 

increased YAP/TAZ activity in GBM.2,14,48 While the Hippo pathway further interacts with other signaling 

pathways, such as Wnt/β-catenin and Notch, this crosstalk can further enhance GBM resistance to therapy.12 

The Hippo pathway also influences the tumor microenvironment, including interactions with immune cells 

and their influence on VM.49,50 Accordingly, the presence of VM can affect the infiltration of immune cells 

into the tumor through upregulation of immune checkpoints, such as CD28, CD86, BLTA, and CD40LG, 

which can inhibit the immune response.51 Any strategies that can target the Hippo pathway involvement 

that lead to tumor immune escape may therefore circumvent chemoresistance and improve the effectiveness 

of other treatments.35 

 

We further highlighted a new role for the transcription factor YAP1 in the regulation of in vitro VM in 

GBM, a crucial process related to chemoresistance. YAP1 regulates a variety of genes involved in cell 

proliferation, survival, and differentiation, including CTGF, which plays a role in cell adhesion, migration, 

and proliferation, as well as Cyr61, which is associated with cell adhesion and angiogenesis. Additionally, 

YAP1 interacts with various transcription factors and signaling pathways, such as the TAZ and TEAD 

transcription factors family, to regulate these genes.52 The YAP-TEAD protein-protein interaction mediates 

YAP oncogenic functions downstream of the Hippo pathway and these, now, include regulation of VM 

processes. The consequences of a direct pharmacological disruption of the interface between YAP and 
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TEADs by clinically relevant Hippo pathway inhibitors are here evidenced in vitro in several GBM cell 

models. Lastly, transient silencing of YAP1 (this study) or of YAP-inducible genes,26 as well as reduced 

GBM cell migration upon transient silencing of YAP, further confirms the validity of the Hippo pathway 

as a target for drug discovery. Our data further give support to those demonstrating that TAZ knockdown 

reduced SNB19 human glioma cell migration, possibly through impaired interaction with YAP1.53 

 

While Hippo pathway inhibitors currently hold promise in cancer treatment, several limitations and 

challenges remain associated with their use against GBM. As evidenced here from the cellular screen 

performed and differential response from four different established human GBM cell models, these will 

definitely include GBM tumor heterogeneity as this can affect how different tumors will respond to Hippo 

pathway inhibitors, making it challenging to develop a one-size-fits-all treatment.2 Recent advances in 

medicinal chemistry lead to potent Hippo pathway inhibitors and has demonstrated promising results in 

inhibiting YAP/TEAD transcriptional activity, altering in vitro VM, and reducing cancer cell migration.25-

28 However, there still is also evidence that targeting the Hippo pathway can lead to adaptive resistance 

mechanisms.30 Effective delivery of the Hippo pathway inhibitors to the tumor site, while minimizing 

exposure to healthy tissues, also remains a significant challenge. This is particularly important for brain 

tumors like GBM, where the blood-brain barrier can impede drug delivery.54 Better molecular 

understanding of the Hippo pathway in GBM will therefore lead to more effective future treatments and 

better outcomes for patients suffering from this challenging to treat cancer. 
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4.8. Conclusion 

 

Our study underscores the potential of targeting the Hippo pathway as a novel approach in cancer therapy, 

opening the door to further exploration of its role in VM-mediated chemoresistance. Despite several drugs 

have been developed for the treatment of GBM, many of them have failed to secure approval or had shown 

limited efficacy during clinical trials largely due to their inability to target the chemoresistance phenotype 

of these rare brain cancers. Therefore, there is a high unmet need for new therapeutic strategies for GBM 

patients. Our findings reveal new pharmacological properties of clinically relevant small-molecule 

YAP/TEAD inhibitors against VM processes. As VM can be triggered by numerous factors in GBM, such 

as hypoxia, inflammation, growth factors, and extracellular matrix components, it is also highly dependent 

on the tumor microenvironment and stage progression. Hence, treating VM-related processes in GBM and 

other solid tumors with high VM activity presents a promising strategy to overcome such considerable 

challenge. 
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FIGURES 

 

 

Figure 4.1. Gene expression profiles of TAZ, YAP1 and TEAD1 in four human glioblastoma cell lines and 

in clinically annotated glioblastoma tumor tissues. A) In silico analysis of TAZ, TEAD1 and YAP1 transcript 

levels was performed using RNA extracted from clinical samples from glioblastoma (GBM, n = 163) and 

low-grade glioma (LGG, n = 518) (red boxes) and compared to healthy tissue (n = 207; grey boxes), (*p 

<0.05). B) Total RNA was extracted from four different human glioblastoma cell lines (U87, U118, U251, 

and U138) and relative gene expression profiles for YAP1 and TEAD1 determined by RT-qPCR as described 

in the Methods section. C) A representative immunoblot from two independent cell passages, of YAP1 

protein expression was performed from lysates of the four indicated GBM cell lines. GAPDH expression 

was assessed as a loading control. 

  



 

122 

 

 

Figure 4.2. Hippo pathway clinical inhibitors alter the chemotactic cell migration of human U87 and U251 

glioblastoma cells. A) Real-time cell chemotactic migration was monitored for 2 hours for the four human 

glioblastoma cell lines indicated in the absence (open circle) or presence (closed circle) of serum. B) 

Chemical structures of the three Hippo pathway clinical inhibitors tested, IAG933, GNE7883, and VT107. 

C) Real-time cell chemotactic migration in response to serum was monitored in U87 and U251 glioblastoma 

cell lines for 2 hours in the absence (control, white bar) or presence of 10 μM of the Hippo pathway 

inhibitors indicated (black bars). 
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Figure 4.3. Hippo pathway clinical inhibitors alter in vitro vasculogenic mimicry of human U87 

glioblastoma cells. U87 glioblastoma cells were trypsinized and seeded on top of Cultrex to generate 3D 

capillary-like structures as described in the Methods section. A) Representative phase contrast pictures were 

taken to monitor structure formation at 24 hours in the presence of the indicated concentrations of 

GNE7883, IAG933, and VT107, 4x magnification. B) Total loops parameters were extracted from the 

Wimasis analysis of A) and quantification provided from a representative experiment performed in 
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triplicate. 

 

 

Figure 4.4. In vitro VM triggers nuclear YAP1 expression in U87 and U251 glioblastoma cells and is 

inhibited by Hippo pathway pharmacological targeting. A) Human U87 and U251 glioblastoma cells were 

seeded either as monolayers (2D) or on top of Cultrex (3D) to generate capillary-like structures. Subcellular 

fractionation was performed to isolate the cytosol and nuclear fractions from 2D or 3D cells. Representative 

blots for YAP1, Fibrillarin and GAPDH are presented from three independent fractionations. B) Cytosolic 

(Cyt) and nuclear (Nuc) fractions were isolated from U87 glioblastoma cells seeded on Cultrex and treated 

with either vehicle or 10 μM of the indicated Hippo pathway inhibitors for 24 hours. Representative blots 

for YAP1 and Fibrillarin are presented from two independent fractionations. C) Total RNA was extracted 

from U87 cells cultured as in A). RT-qPCR was performed and relative gene expression of CTGF, Cyr61, 

and PPIA normalized over GAPDH. Data presented are representative triplicates from two independent 

experiments.  
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Figure 4.5. Silencing of YAP1 alters in vitro VM and cell migration in U87 and U251 glioblastoma cells. 

A) Transient siRNA-mediated gene silencing of YAP1 (siYAP1) or of a non-specific scrambled sequence 

(siScrambled) was performed in U87 and U251 glioblastoma cells. Total protein lysates were isolated, and 

representative immunoblots of YAP1 and GAPDH presented out of three independent experiments. B) 

Transfected U87 and U251 glioblastoma cells were seeded on top of Cultrex and 3D capillary-like 

structures generated for 24 hours. Representative phase contrast pictures were taken. C) Transfected U87 

and U251 glioblastoma cells were further assessed for real-time cell migration using the xCELLigence 

system in response to serum (closed circles) in U87 (left panel) and U251 (right panel). Absence of serum 

was performed to assess cell migration under no chemotactic cues (open circles, - Serum). D) Total RNA 

was extracted from U87 cells monolayers upon transient gene repression of YAP1 and validated by RT-

qPCR. E) Total RNA was extracted from U87 cells cultured as in B). RT-qPCR was performed and relative 

gene expression of CTGF, Cyr61 assessed by RT-qPCR. All RT-qPCR data presented are representative 

triplicates from two independent experiments. 
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5.1 Résumé 

 

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) joue un rôle majeur dans le mimétisme 

vasculogénique (VM), un processus par lequel des cellules cancéreuses au sein de tumeurs solides 

hypoxiques forment des structures pseudo-vasculaires indépendamment des cellules endothéliales. 

Principalement attribué aux cellules souches cancéreuses (CSC), le VM est fortement associé à la 

chimiorésistance et à un pronostic défavorable dans le glioblastome (GBM). Le trafic intracellulaire 

d’EGFR à partir de la membrane plasmique est en partie régulé par la sortiline (SORT1), une glycoprotéine 

transmembranaire de type I impliquée dans le tri des récepteurs. Il a par ailleurs été rapporté qu’EGFR et 

SORT1 peuvent également être localisés au sein des exosomes. La présente étude vise à déterminer si 

l’interaction fonctionnelle EGFR/SORT1 influence le VM in vitro dans des modèles cellulaires humains 

dérivés de GBM. Une analyse in silico a été réalisée afin de comparer les niveaux d’expression 

transcriptionnelle entre des tissus cérébraux sains et des tissus de GBM. Des matrices de cDNA et des 

analyses par RT-qPCR ont été utilisées pour évaluer l’expression génique dans les lignées cellulaires U87, 

U118, U138 et U251. L’expression protéique a été analysée par immunobuvardage. Le VM tridimensionnel 

in vitro a été évalué sur matrice Cultrex, tandis que la migration chimiotactique en temps réel a été mesurée 

à l’aide du système xCELLigence. Des répressions géniques transitoires ont été réalisés à l’aide de siARN 

spécifiques. Des niveaux accrus d’EGFR, ainsi que des marqueurs exosomaux de la famille des 

tétraspanines (CD9, CD63 et CD81), ont été observés dans les tissus de GBM. Les analyses de prédiction 

d’interactions protéiques ont identifié EGFR comme un nœud central reliant SORT1 aux marqueurs 

exosomaux. Une augmentation de l’expression génique et protéique de SORT1 a été observée dans les 

lignées cellulaires humaines de GBM de stade IV (U87, U118 et U251). Ces observations étaient cohérentes 

avec les analyses de matrices de cDNA cliniquement annotées, montrant des niveaux de SORT1 plus élevés 

dans les échantillons de GBM de stades III–IV comparativement aux stades I–II. L’inhibition 

pharmacologique de la fonction de SORT1 par l’AF38469, ainsi que la répression transitoire de SORT1 

par siARN, ont aboli la migration chimiotactique et réduit la formation du VM in vitro dans les cellules 

U87 et U251. De plus, la répression de SORT1 a empêché l’induction de l’expression génique et protéique 

d’EGFR lors du VM in vitro et a réduit les signatures moléculaires associées à la chimiorésistance (ABCB1, 

ABCB5) et aux CSC (PROM1/CD133, SOX2). Ces résultats mettent en évidence l’interaction complexe 

de l’axe EGFR/SORT1 dans la régulation du mimétisme vasculogénique et dans le contrôle transcriptionnel 

des signatures moléculaires de chimiorésistance et de cellules souches cancéreuses associées au VM dans 

le GBM. Ces données ouvrent la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant le complexe 

EGFR/SORT1 dans le glioblastome. 
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5.2 Abstract 

 

The epidermal growth factor receptor (EGFR) plays a significant role in vasculogenic mimicry (VM), a 

process by which cancer cells within hypoxic solid tumors form blood vessel-like structures independent 

of endothelial cells. Mostly attributed to cancer stem cells (CSC), VM is strongly associated with 

chemoresistance and poor prognosis in glioblastomas (GBMs). The trafficking of EGFR from the plasma 

membrane is part regulated by Sortilin (SORT1), a type I membrane glycoprotein with receptor sorting 

functions. Notably, EGFR and SORT1 have been reported to also localize within exosomes. This study 

questions whether the EGFR/SORT1 interplay impacts in vitro VM in human GBM-derived cell models.In 

silico analysis was used to compare GBM to healthy brain tissue transcripts levels. cDNA arrays and RT-

qPCR were performed to assess transcript levels in U87, U118, U138 and U251 GBM cells. 

Immunoblotting was used to assess protein expression levels.  In vitro 3D VM was performed on Cultrex, 

while real-time chemotaxis was measured using the xCELLigence system. Transient gene silencing was 

achieved using sequence-specific siRNA.Increased levels of EGFR, along with tetraspanins exosomal 

markers CD9, CD63, and CD81 were observed in GBM. Interaction predictions further identified EGFR as 

a central hub linking SORT1 to exosomal markers. Elevated SORT1 protein and gene expression were 

found in human stage IV GBM-derived U87, U118 and U251 cell lines. This was consistent with cDNA 

array analyses from clinically annotated GBM demonstrating higher SORT1 levels in stage III-IV compared 

to stage I-II samples. Pharmacological inhibition of SORT1 function by AF38469 or siRNA-mediated 

transient silencing of SORT1 abrogated chemotactic cell migration and reduced in vitro VM formation in 

U87 and U251 GBM cells. SORT1 silencing prevented EGFR gene and protein expression upon in vitro 

VM, as well as reduced chemoresistance (ABCB1, ABCB5) and CSC (PROM1/CD133, SOX2) molecular 

signature.These findings underscore the complex interplay of the EGFR/SORT1 axis in regulating VM and 

in driving to the transcriptional regulation of chemoresistance and CSC molecular signature of GBM 

associated with VM. These insights could inspire novel therapeutic strategies targeting the EGFR/SORT1 

complex in GBM. 

 

Key words: Cancer stem cells, Chemoresistance, Glioblastoma, EGFR/SORT1 complex, Vasculogenic 

mimicry. 
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5.3. Introduction 

 

Glioblastomas (GBMs) are the most aggressive and lethal primary tumor in adults, with a median survival 

of only 12-15 months despite maximal standard-of-care therapies. Resistance to conventional treatments, a 

highly heterogeneous tumor microenvironment, and often-inevitable tumor recurrence remain the most 

significant clinical challenges (Fu et al., 2025; White et al., 2024). GBMs are highly hypoxic and angiogenic 

tumors which can sustain nutrient supply through alternative vascularization mechanisms such as 

vasculogenic mimicry (VM), a phenomenon where highly plastic tumor cells form perfusable vessel-like 

structures without endothelial involvement (El-Hallani et al., 2010; Maddison et al., 2023). This process 

complements tumor angiogenesis and is strongly associated with tumor aggressiveness, hypoxia adaptation, 

metabolic reprogramming and poor clinical outcome (Emami Nejad et al., 2021). 

 

Among the key molecular regulators of VM, the epidermal growth factor receptor (EGFR) has emerged as 

a central effector (Delgado-Bellido et al., 2017; Mao et al., 2015). EGFR is frequently amplified, mutated 

or overexpressed in GBM and drives tumor progression through activation of different signaling pathways 

that promote proliferation, survival and invasion (Ghisai et al., 2025). Interestingly, EGFR exhibits nuclear 

localization and is trafficked via endocytic and vesicular routes, suggesting a broader regulatory network 

involving intracellular transport and sorting mechanisms. EGFR has also been linked to the regulation of 

VM, but the underlying mechanisms remain incompletely documented (Yuan et al., 2023). These 

observations suggest that the intracellular trafficking and localization of EGFR, particularly its nuclear 

translocation, may influence transcriptional programs that drive VM and lead to therapy resistance. 

 

Recent evidence have identified the involvement of Sortilin (SORT1), a sorting receptor involved in protein 

sorting and trafficking, as a potential regulator of EGFR dynamics (Li et al., 2018). SORT1 has been shown 

to mediate the internalization and intracellular routing of membrane-bound receptors and is overexpressed 

in several aggressive cancers (Roselli et al., 2015; Farahani et al., 2019; Gao et al., 2020; Blondy et al., 

2021). The consequence of SORT1 overexpression has been observed to localize within exosomes, further 

suggesting a potential role in vesicle-mediated intercellular communication during GBM progression 

(Wilson et al., 2016). Based on these observations, we hypothesized that the EGFR/SORT1 interplay may 

therefore function as a master sensor-effector axis in regulating VM in GBM. 

 

Using in silico transcriptomic analysis, we demonstrate that EGFR and exosomal markers are significantly 

upregulated in GBM tissues while SORT1 expression is selectively increased in high-grade tumors. In vitro 

functional assays, pharmacological and genetic approaches reveal that functional inhibition or silencing of 
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SORT1 disrupts VM formation, impairs GBM cell migration, and reduces EGFR expression along with 

molecular signatures associated with chemoresistance and cancer stem cells (CSC) phenotypes. Silencing 

EGFR recapitulates these effects, confirming the functional interdependence of SORT1 and EGFR in VM 

regulation. Altogether, our findings uncover a novel regulatory mechanism where SORT1 modulates EGFR 

expression, and consequently the VM capacity of GBM cells. This offers new insights into the molecular 

hub of chemoresistance and therapeutic escape in GBM. Targeting this axis may represent a promising 

therapeutic avenue to disrupt VM-associated resistance in GBM patients. 

 

5.4. Materials and Methods 

 

5.4.1. Materials 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were obtained from Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) for cell culture was sourced from Wisent 

(catalog #320-005 CL). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad Laboratories (Hercules, 

CA, USA). HyGLO™ Chemiluminescent HRP Antibody Detection Reagents were supplied by Denville 

Scientific Inc. (Metuchen, NJ, USA). Protein quantification was performed using the micro BCA™ Protein 

Assay Kit from Pierce (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The monoclonal anti-GAPDH 

antibody (D4C6R, 97166) and the polyclonal anti-EGFR antibody (D38B1) were acquired from Cell 

Signaling Technology (Danvers, MA, USA). The anti-SORT1-ECD antibody was obtained from BD 

Transduction Laboratories™ (#612100), while the anti-SORT1-ICD antibody was sourced from Abcam 

(#16640). HRP-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were purchased 

from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA). 

5.4.2. Cell culture  

Human glioblastoma (GBM) cell lines U87 (HTB-14), U118 (HTB-15), U138 (HTB-16), and U251 were 

obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Cells were cultured 

in Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM; Wisent, 320-006CL) supplemented with 10% (v/v) calf 

serum (HyClone Laboratories, SH30541.03), 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich 

Canada, P2256), 100 U/mL penicillin, and 100 µg/mL streptomycin (Wisent, 250-202-EL). Cultures were 

maintained at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO₂. 
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5.4.3. In vitro vasculogenic mimicry assay 

Vasculogenic mimicry (VM) was assessed in vitro using Cultrex® Basement Membrane Extract (R&D 

Systems, 3432-010-01; Toronto, ON, Canada) to evaluate the formation of 3D capillary-like structures. 

Briefly, 96-well plates were pre-coated with 50 µL of Cultrex and incubated to allow polymerization. Cells 

(2 × 10⁴ per well) were suspended in culture medium and seeded onto the polymerized matrix in a final 

volume of 100 µL. 3D capillary-like structure formation was monitored over time using a phase-contrast 

inverted microscope equipped with a digital camera. 

 

5.4.4. Capillary-like structures image analysis 

Quantification of in vitro VM structures was performed using either Wimasis Image Analysis software 

(Cordoba, Spain) or ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) as previously described.  

 

5.4.5. RNA isolation, cDNA synthesis, and quantitative real-time PCR 

Total RNA was isolated from cell monolayers using 1 mL of TRIzol™ reagent (Life Technologies, 

Gaithersburg, MD, USA) per 3 × 10⁶ cells, following the manufacturer’s protocol. For cDNA synthesis, 1–

2 µg of total RNA was reverse-transcribed using either the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) or the R2 First Strand Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) 

for gene array applications. Synthesized cDNA was stored at −80 °C until further use. Quantitative real-

time PCR (qPCR) was performed using iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) on 

an iCycler iQ5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Amplification was monitored by SYBR Green 

I fluorescence binding to double-stranded DNA. The following primer sets were obtained from QIAGEN: 

GAPDH (Hs_GAPDH_1_SG, QT00079247), PPIA (Hs_PPIA_4_SG, QT01866137), SORT1 

(Hs_SORT1_1_SG, QT0007331), SORCS1 (Hs_SORCS1_1_SG, QT00024290), SORCS2 

(Hs_SORCS2_1_SG, QT00083104), SORCS3 (Hs_SORCS3_1_SG, QT00048965), SORL1 

(Hs_SORL1_1_SG, QT00046830), CD133 (Hs_PROM1_1_SG, QT00075586), EGFR (Hs_EGFR_1_SG, 

QT00085701), ABCB1 (Hs_ABCB1_1_SG, QT00081928), ABCB5 (Hs_ABCB5_1_SG, QT00049448), 

and SOX2 (Hs_SOX2_1_SG, QT00237601). Gene expression levels were normalized to the housekeeping 

genes GAPDH and PPIA. Relative quantification was performed using the ΔCT method. The ΔCT value 

was calculated as the difference between the mean CT of the target gene and the mean CT of the reference 

genes from triplicate samples. Relative expression levels were expressed as 2-ΔCT using CFX Manager 

Software version 2.1 (Bio-Rad). 
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5.4.6. Human cancer stem cell/drug resistance profiler PCR arrays 

Premade RT2 Profiler PCR arrays for Human Cancer Stem Cells (PAHS-176Z) and for Drug Resistance 

(PAHS-004Z) were purchased from QIAGEN and were used following the manufacturer’s instructions. 

Briefly, the genomic DNA was eliminated before reverse-transcribing 0.5 µg of total RNA using the RT2 

First Strand Kit (QIAGEN, 330404). Each plate was used to assess one cDNA sample prepared with the 

RT2 SYBR Green qPCR Mastermix (QIAGEN, 330502). The real-time PCR system used was CFX (Bio-

Rad). The relative expression analysis of 84 genes as well as controls was done through the GeneGlobe 

analysis center, a website provided by QIAGEN (https://geneglobe.qiagen.com/us/analyze), using the 

standard fold change 2-ΔΔCQ method. Ct values were normalized using the geometric mean of internal 

housekeeping genes present on the array. Analysis was performed using the ΔΔCt method, with fold-change 

threshold set at ± 2.0 and p-value < 0.05 considered significant. Based on the overall number of genes and 

modulation profile, the fold regulation used in the figures for upregulated genes was cutoff > 2, and for 

downregulated genes cutoff < −2. 

 

5.4.7. In silico analysis of SORT1 transcript levels in clinical glioblastoma and low-grade glioma tissues.  

Transcriptomic data for SORT1 expression in glioblastoma (GBM) and low-grade glioma (LGG) were 

analyzed using the Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) web server 

(http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php; accessed November 18, 2024). GEPIA integrates RNA sequencing 

data from The Cancer Genome Atlas (TCGA) and the Genotype-Tissue Expression (GTEx) project, 

enabling comparative analysis between tumors and normal tissues. For this study, SORT1 expression was 

compared between GBM samples (n = 163) and normal brain tissues (n = 207), as well as between LGG 

samples (n = 518) and normal tissues. GEPIA’s differential expression analysis tool was used to generate 

box plots, with one-way ANOVA applied to assess statistical significance across disease states (GBM, 

LGG, and normal tissue). GEPIA also offers additional functionalities including survival analysis, 

correlation analysis, and dimensionality reduction, which were available for further exploration. 

 

5.4.8. Transfection and RNA interference 

Transient transfection for gene silencing was performed in U87 and U251 glioblastoma (GBM) cell lines 

using Lipofectamine™ 2000 transfection reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 

according to the manufacturer’s instructions. Cells were transfected with 1–20 nM small interfering RNA 

(siRNA) targeting either SORT1 (Hs_SORT_5 FlexiTube siRNA, SI03115168) or EGFR (Hs_EGFR_5 

FlexiTube siRNA, SI00300104). A non-targeting scrambled siRNA (AllStars Negative Control siRNA, 

1027281) was used as a control. All siRNA duplexes, including mismatch controls, were synthesized and 
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annealed by QIAGEN (Valencia, CA, USA). The efficiency of gene silencing was evaluated by quantitative 

reverse transcription PCR (RT-qPCR) as described above. 

 

5.4.9. Real-time cell migration assay 

Cell migration was assessed using the xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) Dual-Plate (DP) 

Instrument (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada), following the manufacturer’s protocol. U87 or U251 

cells were treated with vehicle control (DMSO) or varying concentrations of the SORT1 inhibitor AF38469. 

Prior to seeding, the underside of each well in the upper chamber of a CIM-Plate 16 was coated with 0.15% 

gelatin in PBS and incubated for 1 h at 37 °C. A total of 2.5 × 10⁴ cells per well were seeded into the upper 

chamber and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO₂. The lower chamber was 

filled with either serum-free or serum-enriched medium to establish a chemotactic gradient. After a 30-

minute adhesion period, cell migration was monitored in real time for 2 h, with impedance measurements 

recorded every 5 min. Impedance values, expressed as the Cell Index, reflect the number of cells that 

migrated through the membrane. All experiments were performed in quadruplicate wells to ensure 

reproducibility. 

 

5.4.10. Western blot analysis 

Total protein lysates were prepared using a lysis buffer supplemented with 1 mM sodium fluoride (NaF) 

and 1 mM sodium orthovanadate (Na₃VO₄) as phosphatase inhibitors. Protein concentrations were 

determined, and 10–20 µg of total protein per sample was resolved by SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). Proteins were then transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) 

membranes. Membranes were blocked for 1 h at room temperature in Tris-buffered saline containing 0.3% 

Tween-20 (TBST; 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5; Bioshop, TWN510-500) and 5% nonfat dry 

milk. After blocking, membranes were washed with TBST and incubated overnight at 4 °C with primary 

antibodies (1:1,000 dilution) in TBST supplemented with 3% bovine serum albumin (BSA) and 0.1% 

sodium azide (Sigma-Aldrich), with gentle agitation. Following three washes in TBST, membranes were 

incubated for 1 h at room temperature with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies 

(anti-rabbit or anti-mouse IgG; 1:2,500 dilution) in TBST containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive 

bands were visualized using enhanced chemiluminescence (ECL) detection. 
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5.4.11. Statistical analysis 

All data are presented as the mean ± standard error of the mean (SEM) from at least three independent 

experiments, unless otherwise specified. Statistical comparisons were performed using non-parametric 

tests. For comparisons involving more than two groups, the Kruskal-Wallis test was applied, followed by 

Dunn’s multiple comparisons post hoc test. For two-group comparisons, the Mann–Whitney U test was 

used. A p-value of less than 0.05 (*) was considered statistically significant and is indicated in the figures. 

All statistical analyses were conducted using GraphPad Prism version 7 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA). 

 

5.5. Results 

 

5.5.1. Increased gene expression of EGFR and tetraspanins markers CD9, CD63 and CD81 in glioblastoma 

tumor tissues.  

Transcript levels of EGFR, SORT1, NTRK2 and exosomal tetraspanins biomarkers CD9, CD63 and CD81 

were retrieved from clinically annotated glioblastoma (GBM) datasets (n=163) and compared to healthy 

brain tissues (n=207). In silico analyses revealed that EGFR, CD9, CD63 and CD81 were significantly 

upregulated in GBM tissues (Figure 5.1A). Expression of SORT1 and NTRK2, both suggested to encode 

proteins that localize within exosomes, was however not different between both tissues possibly due to 

tumor tissue cell heterogeneity. STRING protein-protein interaction analysis interestingly confirmed EGFR 

as a central node connecting exosomal biomarkers to SORT1, and NTRK2 (Trk-B) suggesting its role in 

vesicle-mediated intercellular communication and GBM progression (Figure 5.1B). While the primary aim 

was to link a transcriptional signature phenotype to exosome-associated biomarkers, further exosome 

characterizatiton would provide additional validation and mechanistic insight. Nevertheless, the inherently 

correlative in silico analyses that we observe were validated in U87-derived exosomes (not shown). These 

analyses provide a valuable systems-level perspective and help prioritize candidate pathways for future 

mechanistic validation. SORT1 expression not statistically different between tumor and normal tissues at 

the bulk level could be attributed to tumor heterogeneity across GBM subtypes and cellular compartments, 

including its enrichment in specific tumor cell populations such as GBM stem-like cells (GSC), which may 

not be captured in bulk tissue comparisons. In contrast, EGFR is frequently amplified and overexpressed 

in a broader subset of GBM cases, leading to more consistent elevation at the population level. Therefore, 

the differential interpretive approach may reflect the distinct biological and genomic contexts of these 

genes. 
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5.5.2. SORT1 expression is upregulated in grade IV glioma cell lines and tumor tissues.  

The expression profile of SORT1, and its receptor family members (SORCS1, SORCS2, SORCS3, SORL1) 

was assessed across four human grade IV-derived glioma cell lines (U87, U118, U138, and U251). RT-

qPCR analysis demonstrated elevated SORT1 expression in the four cell lines tested (Figure 5.2A), with 

lower or variable expression levels for related receptors (Supplemental Figure 5.10.). Immunoblotting 

confirmed SORT1 and EGFR protein expression in these cell lines (Figure 5.2B). Clinical cDNA arrays 

covering 43 pathologist-verified brain tumor samples showed that SORT1 gene expression was significantly 

higher in stage III-IV tumors (red box) compared to stage I-II tumors (green box) (Figure 5.2C, p < 0.05). 

While transcriptional analyses and tumor grade-specific associations were intended as exploratory 

observations rather than definitive clinical correlations, we nevertheless attempted to validate these findings 

using publicly available TCGA patient-derived datasets. The expression patterns of SORT1/EGFR genes 

were found to increase across WHO glioma grades II, III, and IV as shown from the violin plots (Figure 

5.2D), and statistical significance found to support the trends observed in our experimental data (Figure 

5.2E). This strengthens the translational relevance of our findings. 

 

5.5.3. In vitro vasculogenic mimicry of glioblastoma cells.  

The ability of GBM cells to form in vitro VM was tested using a commercial Cultrex basement membrane 

extract. Among the tested cell lines, U87 and U251 were able to form capillary-like structures, while U118 

and U138 cells were less efficient under the same conditions (not shown). Using U87 cells, three different 

cell densities (5,000, 10,000 and 20,000 cells per well) were tested to optimize and monitor structure 

formation for up to 10 h (Figure 5.3A). VM parameters, including total tube length, branching points and 

total tubes increased progressively over 10 h (Figure 5.3B), as quantified by Wimasis analysis (Figure 

5.3C). 

 

5.5.4. Silencing of SORT1 disrupts VM in glioblastoma cells. 

To evaluate the functional role of SORT1 in VM, transient siRNA-mediated silencing of SORT1 was 

performed in U87 and U251 cells. SORT1 gene expression levels were validated by RT-qPCR, which 

confirmed a significant reduction in SORT1 transcripts (Figure 5.4A). Immunoblotting further revealed 

decreased SORT1 (using antibodies recognizing either the extracellular or the intracellular domains) and 

EGFR protein expressions in siSORT1-transfected cells (Figure 5.4B). EGFR decrease upon SORT1 

silencing was also validated in U251 cells (Supplemental Figure 5.11). VM formation was impaired in 

siSORT1-transfected cells (Figure 5.4C) with reduced total loops and loop areas in a dose-dependent 

manner, as quantified by Wimasis analysis (Figure 5.4D). We did not include a scrambled siRNA control 

because prior VM optimization experiments have consistently shown that the scrambled sequence used in 
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our system did not elicit any measurable effects. We also note that the observed effects of siSORT1 on VM 

were robust and consistent across multiple assays, further supporting the specificity of the response. 

 

5.5.5. Pharmacological inhibition of SORT1 reduces glioblastoma cell migration.  

The effects of the SORT1 functional inhibitor AF38469 on glioblastoma cell migration were assessed using 

the xCELLigence system. A screen was first attempted with U87 cells treated with increasing 

concentrations of AF38469 and which exhibited a dose-dependent inhibition of cell migration in response 

to serum stimulation (Figure 5A). IC50 values of AF38469 were further extracted from the inhibition curves 

for U87 and U251 cells and found to be in the low µM range (0.32–1.75 µM) confirming the 

pharmacological efficacy in reducing cell migration (Figure 5B). Similarly, siRNA-mediated silencing of 

SORT1 significantly reduced cell migration under serum-induced chemotactic conditions in U87 and U251 

cells (Figure 5C). AF38469-mediated SORT1 functional inhibition was also found to alter dose-

dependently VM formation albeit at low nM concentrations (1.06–1.45 nM) suggesting that SORT1 

functions may be more sensitive to pharmacological targeting than the subsequent cell chemotaxis 

(Supplemental Figure 5.12). 

 

5.5.6. SORT1 silencing alters EGFR expression.  

To investigate the regulatory relationship between SORT1 and EGFR, lysates from U87 cells transfected 

with siSORT1 were analyzed for EGFR protein expression. Immunoblotting revealed a reduction in EGFR 

protein levels in 10-20 nM siSORT1 transfected cells (Figure 5.6A). Densitometric analysis further showed 

a significant decrease in both SORT1 and EGFR protein expression at these concentrations highlighting a 

dose-dependent regulatory relationship between the two proteins (Figure 5.6B). It is important to note that 

the relationship between gene knockdown efficiency and phenotypic response is not always linear. While 

SORT1 protein levels may appear substantially reduced at lower doses, residual expression or functional 

activity may still be sufficient to partially sustain VM. The dose-dependent reduction in VM observed in 

Fig. 5.4D likely reflects a threshold effect, where incremental decreases in SORT1 expression progressively 

impair VM capacity until a critical level is reached. Additionally, differences in assay sensitivity and timing 

between Figures 5.4D and 5.6A may contribute to this apparent discrepancy. Figure 5.6A reflects endpoint 

protein levels, while Figure 5.4D captures a dynamic, functional phenotype that may be influenced by 

cumulative effects over time. 
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5.5.7. Impact of SORT1 and EGFR gene silencing upon the transcriptomic drug resistance and cancer stem 

cells signature of VM in U87 glioblastoma cells.  

To monitor the impact of SORT1 or EGFR silencing upon VM, transient siRNA-mediated gene silencing 

of SORT1 or EGFR was performed in U87 glioblastoma cells and total RNA extracted upon 3D VM and 

RT-qPCR performed using a RT2 gene array. Expression was compared to 2D U87 cell monolayers. The 

gene expression profiles of 84 drug resistance genes are represented (Figure 5.7A, upper/lower panel in 

black). The impact of SORT1 silencing (Figure 5.7A, upper panel, red), and of EGFR silencing (Figure 

5.7A, lower panel, green) is shown. The extent of gene inhibition of the respective silencing of SORT1 or 

EGFR is further presented (Figure 5.7B) and shows a tendency for genes to share common inhibitory 

profiles in response to either silencing. A protein-protein interaction profiling is represented with the top 

15 genes inhibited both upon EGFR and SORT1 silencing and confirms their inter-relationship in the drug 

resistance phenotype (Figure 5.7C). Similarly, an approach to screen for the acquisition of a CSC molecular 

signature was performed where the respective silencing of either SORT1 (Figure 5.8A, upper panel) or 

EGFR (Figure 5.8A, lower panel) reduced the up- or down-regulation profiles of genes upon VM. Inhibitory 

correlation confirms that similar genes are regulated by both SORT1 and EGFR (Figure 5.8B), and that 

they are part of a coherent CSC phenotypic inter-relationship (Figure 5.8C). In the future, RNA-seq would 

offer a comprehensive and unbiased approach to the transcriptomic profiling we performed herein and could 

reveal additional pathways and targets regulated by SORT1. Finally, a validation of drug resistance and 

CSC gene expression upon VM in siSORT1-transfected U87 glioblastoma cells confirms several of the 

genes identified from the screen performed above (SORT1, ABCB1, ABCB5, PROM1, and SOX2). Transient 

siRNA-mediated gene silencing of SORT1 was performed at two concentrations (1 and 20 nM) and RT-

qPCR performed to assess the indicated genes upon VM (3D, black bars) or monolayers (2D, white bars) 

(Figure 5.9A and 5.9B). Additional functional validation should help confirm the biological relevance of 

these gene expression changes. Given the scope and focus of the current study, we prioritized transcriptomic 

profiling to identify key regulatory patterns and generate hypotheses for future mechanistic exploration.  
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5.6. Discussion 

 

SORT1 is involved in various cellular processes, including intracellular trafficking and signaling regulation 

(Mitok et al., 2022) and it is suggested to contribute to the acquisition of chemoresistance in GBM 

(Marsland et al., 2023). Such resistance to therapeutic stress is a common feature of the tumor's adaptive 

capacity, enabling the cancer cells to evade apoptosis in order to survive under treatment conditions. SORT1 

may also influence chemoresistance by modulating key signaling pathways and trafficking of membrane 

receptors such as EGFR, which promote cell survival and proliferation, counteracting the effects of 

chemotherapy. Ultimately, the combined regulation of chemoresistance and CSC phenotypes could 

collectively affect the tumor microenvironment as SORT1's role in cellular communication might further 

enable GBM cells adapt to and thrive in hostile conditions triggered by treatment. Here, we addressed an 

intricate role of SORT1/EGFR interplay emphasizing their contribution to GBM therapy resistance, in part 

through VM, and highlighting their potential as therapeutic targets. Given no endothelial cells or co-culture 

systems was used herein, the vascular-like structures observed were formed exclusively by GBM cells, 

consistent with established in vitro models of VM. The experimental context of our study, lacking any 

endothelial cell input, supports the interpretation that these structures are tumor cell derived. 

 

The basis of the EGFR and SORT1 functional interaction in GBM lies in their converging roles in 

promoting tumor progression and resistance to therapy. As EGFR is frequently altered in GBM (Li et al., 

2023), driving oncogenic signaling that supports tumor growth, survival, and resistance to treatments 

(Zahonero et al., 2014), we demonstrated here for the first time that SORT1 could alter EGFR expression 

at both transcriptional and translational levels. Such molecular interplay was further proved to significantly 

impact the capacity to perform VM, a process closely linked to chemoresistance and especially to CSC 

phenotype (Luo et al., 2020). Molecular evidence has shown that EGFR plays a significant role in regulating 

CSC markers expression, thereby contributing to tumor initiation, progression, and resistance to therapy 

(Uribe et al., 2021). Notably EGFR activation has been linked to upregulation of stemness genes such as 

SOX2, OCT4, and NANOG (Abhold et al., 2012; Rybak et al., 2013). These markers are crucial for 

maintaining the self-renewal and tumorigenic potential of CSC. Studies have also demonstrated that EGFR 

activation enhances the ability of cancer cells to form tumorspheres, a characteristic feature of CSC 

(Álvarez-Teijeiro et al., 2018). This process is accompanied by increased expression of CSC markers like 

CD44 and BMI-1 (Chen et al., 2017). In addition, EGFR-driven CSC exhibit resistance to conventional 

therapies, including chemotherapy and radiotherapy (Carnero et al., 2016). Interestingly, while the GBM 

cell lines used in our study do not harbor EGFR amplification, which is a common feature in a subset of 

primary GBM tumors, one can conclude that our findings regarding EGFR do not solely dependent on 
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amplification status but rather focus on its expression dynamis and potention regulation by SORT1. EGFR 

signaling can be active and biologically relevant even in the absence of gene amplification, particularly 

through ligand-mediated activation or post-transcriptional regulation. Our data suggest that SORT1 may 

influence EGFR-related pathways through such mechanisms, which are still clinically relevant. Future 

studies using EGFR-amplified models (e.g., patient-derived xenografts or primary cultures) will be essential 

to further validate and extend these findings. To provide more direct mechanistic evidence that would 

further strengthen the proposed relationship between SORT1 and EGFR trafficking, co-

immunoprecipitation, proximity ligation assay, or trafficking studies could be pursued in future work. 

 

Our study is the first to demonstrate that the SORT1/EGFR interplay orchestrates the parallel transcriptional 

regulation of both CSC-related phenotype (CD133/PROM1, SOX2, CD44, ABCB5) and chemoresistance-

associated phenotype (BCL2, ABCB1, ABCG2, HIF1A). Supporting our results, previous studies have 

reported that CD133 + GBM stem-like cells are capable of initiating VM in vivo (Chiao et al., 2011). 

Together, these findings highlight the critical role of EGFR regulation in modulating CSC features that 

drive VM and suggest that targeting the SORT1/EGFR interplay could be a promising strategy to counteract 

CSC-driven tumor progression and treatment resistance in GBM. Validation of CSC properties will further 

require functional assays such as sphere formation, limiting dilution, or tumor initiation studies. Here, we 

used PROM1/CD133 and SOX2 as established molecular biomarkers to infer stem-like characteristics, 

based on their well-documented association with GBM stem-like cells in the literature. While we did not 

perform functional CSC assays in this study, our intention was to highlight transcriptional trends suggestive 

of a stem-like phenotype rather than to definitively classify cells as CSCs. Future studies will also be needed 

to functionally validate the CSC potential of these populations. Direct mechanistic experiments including 

EGFR promoter reporter assays, mRNA stability assays, and rescue assays should provide valuable future 

confirmation of the interaction between SORT1 and EGFR, and a better understanding of the SORT1/EGFR 

axis. 

 

SORT1-mediated mechanisms, particularly their role in the regulation of extracellular vesicle secretion, 

have been associated with therapy resistance and with the expansion of CSC populations (Yamamoto et al., 

2022). In addition, SORT1’s role in secretion-induced progranulin pathways has been shown to promote 

CSC expansion in breast cancer (Rhost et al., 2018). As molecular evidence also supports a role for SORT1 

in CSC biology through the increased expression of CSC markers such as CD133 (Ahn et al., 2024; Gao et 

al., 2022), we further demonstrate a link between SORT1 expression and VM, suggesting that SORT1 

contributes to GBM plasticity and CSC-driven vascularization. Interestinglu, EGFR has also been found to 

locate in exosomes secreted by cancer cells. These EGFR-containing exosomes can play a crucial role in 
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tumor progression, metastasis and drug resistance (Wilson et al., 2014). For instance, studies have shown 

that exosomes derived from EGFR-mutated lung cancer cells carry EGFR, which enhances tumor growth 

and therapy resistance (Jouida et al., 2021; Rao et al., 2023). Exosomal wild-type EGFR has also been 

shown to be transferred between cells, contributing to acquired resistance against targeted therapies like 

osimertinib in non-small cell lung cancer (Wu et al., 2021). These findings underscore the potential of both 

exosomal EGFR as well as SORT1 as biomarkers for early cancer detection and prognosis. 

 

The role of extracellular vesicles and biomimetic nanoplatforms in targeting GBM via the EGFR axis could 

become an important emerging area that aligns directly with our findings. A recent study by Cheng et al. 

demonstrates how engineered extracellular vesicles targeting EGFR-positive GBM provide a novel and 

safe delivey strategy for overcoming therapy resistance (Cheng et al., 2025). This work reinforces the 

therapeutic relevance of the EGFR axis and supports the current proposition that vesicle-mediated 

communication and receptor trafficking are promising therapeutic avenues. 

 

While our findings suggest that exosome-mediated regulation may be involved in these phenotypes, we did 

not directly isolate or characterize exosomes in this study. This decision was based on the scope of our 

investigation, which focused on transcriptional profiling and in vitro functional assays to uncover key 

regulatory mechanisms. Direct exosome isolation, characterization (e.g., nanoparticle tracking analysis, 

Western blot for exosomal markers), and functional assays (e.g., exosome transfer experiments) will 

become important future directions. By identifying SORT1- and EGFR-associated transcriptional 

signatures and functional outcomes, our study provides a foundation for future investigations in the role of 

exosomes in GBM progression. We believe these findings may help guide more targeted mechanistic 

studies, including those focused on extracellular vesicle biology. From a therapeutic standpoint, targeting 

SORT1 has shown promise. Studies have demonstrated that either silencing SORT/ or delivering peptide-

drug conjugates directed against SORT1 can inhibit CSC-associated VM and circumvent drug resistance 

(Charfi et al., 2021). Collectively, these observations position SORT1 not only as a marker of CSC-driven 

progression and resistance, but also as a viable therapeutic target in GBM and potentially other aggressive 

SORT1-positive cancers. 
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5.7. Conclusion 

 

Although the direct interactions between EGFR and SORT1 have been inferred but not fully characterized, 

emerging evidence suggests that their pathways may converge to drive tumor aggressiveness. SORT1 is 

involved in the turnover of EGFR at the plasma membrane, and its expression was reported to increase in 

EGFR-oerexpressing tumors and in patients with EGFR amplification (Al-Akhrass et al., 2017). The impact 

of SORT1 silencing on VM inhibition therefore reconciles with the fact that downregulation of SORT1 

affects EGFR internalization. EGFR activation can influence downstream pathways that SORT1 might also 

regulate, such as those involved in cell survival and proliferation. Accordingly, SORT1 expression in 

tumors potentially represents a useful predictive marker of patient outcome. Both EGFR and SORT1 are 

associated with mechanisms that enable GBM cells to evade the effects of chemotherapy and targeted 

therapies. Further research is required to clarify how the EGFR/SORT1 interplay impacts the cancer cell 

transcriptional reprogramming, and whether targeting the EGFR/SORT1 axis may represent a novel 

therapeutic avenue to overcome resistance and improve clinical outcomes in GBM patients. In terms of 

limitations, while we acknowledge the importance of in vivo validation to further substantiate the clinical 

relevance of our in vitro findings, such experiments would fall outside the scope of our current molecular 

study. Nonetheless, we are convinced that our findings provide a strong foundation for future in vivo 

investigations, and we hope they will serve as a valuable reference for subsequent translational research. 
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FIGURES 

 

 

Figure 5.1. Increased gene expression of EGFR and exosomal markers CD9, CD63 and CD81 in clinically 

annotated glioblastoma tumor tissues. (A) In silico analysis of transcript levels was performed using total 

RNA extracted from glioblastoma clinical samples (n = 163; red boxes) and compared to healthy tissues (n 

=207; grey boxes), (*p <0.05). (B) Indirect target proteins of EGFR were retrieved from STRING as 

described in the Methods section. 
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Figure 5.2. Expression profile of SORT1 and EGFR in grade IV glioma cell lines and tissues. (A) Total 

RNA was extracted from the indicated four different human grade IV glioma cell lines. The gene expression 

levels of SORT1 and EGFR were assessed using RT-qPCR. (B) Total protein lysates were isolated from 

the four glioblastoma cell lines, and representative immunoblots of SORT1, EGFR, and GAPDH are 

presented from three independent experiments. (C) A cancer tissue cDNA array covering 43 clinical 

samples of pathologist-verified brain cancer tissues was analyzed for SORT1 gene expression by qPCR for 

stages I and II (green box) and for stages III and IV (red box). (*p <0.05). (D) Violin plots displaying the 

distribution of EGFR and SORT1 expression levels across WHO glioma grades (II, III, IV) based on 

TCGA-like data reveal a clear and (E) statistically significant increase in expression with advancing tumor 

grade. Inner lines represent the quartiles of each distribution.  
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Figure 5.3. In vitro human analysis of the U87 human glioblastoma cell line’s capacity to form capillary-

like structures on Cultrex. Cells were trypsinized and seeded on top of Cultrex to generate three-

dimensional capillary-like structures as described in Methods section. (A) Representative phase-contrast 
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images were captured and Wimasis analysis (represented in blue) on the structures was performed. Three 

different cell densities were used and structure formation monitored for up to 10 hours. Scale bar = 1000 

μm. (B) VM parameters were extracted from the Wimasis analysis of (A) and representative quantification 

provided for total tube length, total branching and total tubes as a function of cell density. (C) VM 

parameters were extracted from the Wimasis analysis of (A), with representative quantification provided 

for total tube length, total branching and total tubes as a function of time during structure formation. 
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Figure 5.4. Silencing of SORT1 alters in vitro VM in glioblastoma cells. (A) Transient gene silencing was 

performed using 20 nM siRNA for SORT1 (siSORT1) silencing or a non-specific scrambled sequence 

(siScrambled) in U87 and U251 glioblastoma cells and confirmed by RT-qPCR. (B) Total protein lysates 
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were isolated from the two transfected glioblastoma cell lines, and representative immunoblots of SORT1 

(anti-ECD, Ab recognizing the extracellular domain of SORT1 and anti-ICD, Ab recognizing the 

intracellular domain of SORT1), EGFR, and GAPDH are presented from three independent experiments. 

(C) U87 cells were transfected with the indicated siRNA concentrations, trypsinized, and seeded on top of 

Cultrex to monitor three-dimensional capillary-like structure formation as described in the Methods section. 

Representative phase-contrast images were captured at 24 hours (upper panels), and Wimasis analysis 

(lower panels) was performed on the structures. (D) VM parameters were extracted from the Wimasis 

analysis of (C), with representative quantification provided for total loops, and loop areas as a function of 

the indicated siSORT1 concentrations. 

  



 

150 

 

Figure 5.5. Pharmacological targeting of Sortilin function inhibits U87 and U251 glioblastoma cell 

migration. (A) U87 glioblastoma cells were trypsinized and resuspended in the indicated concentrations of 

Sortilin functional inhibitor AF38469. Treated cells were then assessed for real-time migration using the 

xCELLigence system in response to serum (closed circles). The absence of serum was performed to assess 

basal cell migration under no chemotactic cues (open circles). (B) IC50 values from the respective cell 

migration were extracted from (A) for U87 and U251 glioblastoma cells at the indicated AF38469 

concentrations. (C) Transient siRNA-mediated gene silencing of SORT1 (siSORT1) or a non-specific 

scrambled sequence (siScrambled) was performed in U87 and U251 glioblastoma cells. Transfected cells 

were further assessed for real-time cell migration using the xCELLigence system in response to serum 

(closed circles) in U87 (left panel) and U251 (right panel) cells
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. 

 

Figure 5.6. SORT1 expression levels impact EGFR expression in U87 glioblastoma cells. (A) Transient 

siRNA-mediated gene silencing was performed with increasing concentrations of siSORT1 or a non-

specific scrambled sequence (siScrambled) was performed in U87 glioblastoma cells. Total protein lysates 

were isolated from the transfected cells, and representative immunoblots of SORT1 (anti-ECD and anti-

ICD), EGFR, and GAPDH are presented. (B) A representative densitometry quantification of protein 

expression of (A) was performed using the ImageJ software for SORT1 (anti-ECD and anti-ICD) dimer 

and monomer forms as well as for EGFR and is presented as a function of siSORT1 concentrations.  
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Figure 5.7. Impact of SORT1 and EGFR gene silencing upon the transcriptomic drug resistance signature 

of VM in U87 glioblastoma cells. Transient siRNA-mediated gene silencing of (A) SORT1 (red plot, upper 

panel) or EGFR (green plot, lower panel) was performed in U87 glioblastoma cells and total RNA extracted 

upon VM and RT-qPCR performed a RT2 gene array. Expression was compared to their respective U87 

cell monolayers. The gene expression profiles of 84 drug resistance genes are represented. (B) The extent 

of gene inhibition of the respective silencing of SORT1 or EGFR is presented. (C) A protein-protein 

interaction profiling is represented with the top 15 genes inhibited both upon EGFR and SORT1 silencing. 
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Figure 5.8. Impact of SORT1 and EGFR gene silencing upon the transcriptomic cancer stem cells signature 

of VM in U87 glioblastoma cells. Transient siRNA-mediated gene silencing of (A) SORT1 (red plot, upper 

panel) or EGFR (green plot, lower panel) was performed in U87 glioblastoma cells and total RNA extracted 

upon VM and RT-qPCR performed a RT2 gene array. Expression was compared to their respective U87 

cell monolayers. The gene expression profiles of 84 drug resistance genes are represented. (B) The extent 

of gene inhibition of the respective silencing of SORT1 or EGFR is presented. (C) A protein-protein 

interaction profiling is represented with the top 15 genes inhibited both upon EGFR and SORT1 silencing. 
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Figure 5.9. RT-qPCR validation of drug resistance and cancer stem cells gene expression upon VM in 

siSORT1 -transfected U87 glioblastoma cells. Transient siRNA-mediated gene silencing of SORT1 was 

performed at two concentrations (1 and 20 nM) in U87 glioblastoma cells and total RNA extracted upon 

VM and RT-qPCR performed to assess the indicated genes upon VM (3D, black bars) or monolayers (2D, 

white bars) in (A) drug resistance phenotype, and (B) cancer stem cells phenotype.  



 

155 

 

Figure supplémentaire 5.10. Expression profile of SORCS1, SORCS2, SORCS2, and SORL1 transcripts in 

glioblastoma cell lines and tissues. Total RNA was extracted from the indicated four different human 

glioblastoma cell lines. The gene expression levels of SORCS1, SORCS2, SORCS2, and SORL1 were 

assessed using RT-qPCR. 
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Figure supplementaire 5.11. Silencing of SORT1 or EGFR alters EGFR in U87 and U251 glioblastoma 

cells. Transient gene silencing was performed using 20 nM siRNA for SORT1 (siSORT1) or for EGFR 

(siEGFR) silencing or a non-specific scrambled sequence (siScrambled) in U87 and U251 glioblastoma 

cells. Total protein lysates were isolated from transfected cells, and representative immunoblots of EGFR 

and GAPDH expression are presented from three independent experiments. 
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Figure supplementaire 5.12. Pharmacological targeting of Sortilin function inhibits VM in U87 

glioblastoma cells. (A) U87 glioblastoma cells were trypsinized and resuspended in the indicated 

concentrations of Sortilin functional inhibitor AF38469. U87 cells were next seeded on top of Cultrex to 

monitor three-dimensional capillary-like structure formation as described in the Methods section. 

Representative phase-contrast images were captured at 24 hours (upper panels), and Wimasis analysis 

(lower panels) was performed on the structures. (B) VM parameters were extracted from the Wimasis 

analysis of (A), with representative quantification provided as a function of the indicated AF38469 

concentrations. 
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CHAPITRE 6  

 

DISCUSSION GÉNÉRALE 

 

Le GBM est l’un des cancers les plus redoutables en termes de traitement en raison de son agressivité, de 

son hétérogénéité intratumorale et de sa capacité à contourner les stratégies thérapeutiques. Malgré une 

prise en charge multimodale, le pronostic reste extrêmement limité, notamment en raison de la présence de 

populations cellulaires hautement plastiques capables d’échapper aux mécanismes de contrôle 

thérapeutique (Costantini et al., 2025). Parmi les mécanismes d’adaptation identifiés, le VM émerge comme 

une stratégie clé par laquelle les cellules tumorales assurent leur survie et leur expansion via la formation 

de structures de type capillaires indépendantes des cellules endothéliales (Beylerli et al., 2025). 

 

Cette thèse s’inscrit dans un contexte où l’identification de nouveaux mécanismes moléculaires du VM et 

la compréhension de leur régulation contextuelle dans le GBM constitue une priorité de recherche. En effet, 

le VM est associé à une hypoxie persistante, une chimiorésistance accrue et une progression tumorale 

rapide, en faisant un marqueur d’agressivité clinique. Afin d’éclairer les bases moléculaires de ce processus, 

ce travail a exploré l’implication de plusieurs axes de signalisation clés, JAK/STAT3, Hippo/YAP/TEAD, 

EGFR/SORT1 ainsi que le rôle des MSC dans l’induction et la régulation du VM. 

 

Les résultats obtenus suggèrent que ces voies ne fonctionnent pas indépendamment, mais s’intègrent dans 

un réseau complexe d’interactions permettant aux cellules tumorales d’adapter leur comportement en 

réponse à un environnement hostile. Le microenvironnement tumoral, en particulier sous conditions 

d’hypoxie et de remodelage matriciel, active des programmes transcriptionnels spécifiques qui soutiennent 

la transition vers un phénotype vasculogénique. Cette plasticité s’accompagne d’une modulation du 

métabolisme énergétique, d’une résistance accrue à l’apoptose et d’un renforcement des interactions 

cellule-matrice, conférant un avantage de viabilité considérable aux sous-populations capables de VM.  

 

Les résultats présentés mettent en lumière le rôle multifactoriel des MSC, la convergence des voies 

signalétiques pro-survie, et les implications biologiques et cliniques du VM dans les GBM. 
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6.1 Synthèse intégrative des principaux résultats 

 

Les articles présentés ont permis de mettre en avant trois axes moléculaires majeurs impliqués dans la 

régulation du VM. Dans un premier temps, l’étude du rôle des MSC a révélé que leur culture sur une matrice 

extracellulaire tridimensionnelle induit une réorganisation tubulaire de type VM. Cette observation suggère 

que dans un microenvironnement tumoral permissif, les MSC peuvent adopter un phénotype distinct via 

des signaux paracrines et des adaptations transcriptionnelles spécifiques. 

 

L’analyse transcriptomique a mis en évidence une activation de la voie JAK/STAT3 corrélée à 

l’augmentation de l’expression des régulateurs SNAI1, FOXC2 et RPSA. Si les deux premiers sont 

classiquement associés à l’EMT et la plasticité cellulaire, RPSA apparaît particulièrement intéressant en 

raison de son double rôle comme protéine ribosomale et médiateur extra-ribosomal impliqué dans la liaison 

à la laminine, l’adhésion cellulaire, la migration tumorale et la signalisation pro-survie. Dans le contexte 

du GBM, son expression accrue pourrait renforcer les interactions cellule-matrice et faciliter l’acquisition 

d’un phénotype pseudo-endothélial propice au VM (Pesepane et al., 2017; Gresseau et al., 2024). Cette 

activation est accompagnée d’une modulation significative d’IL6 et d’IL1b ainsi que des CSF1 et CSF2, 

établissant un lien direct entre la signalisation inflammatoire et le programme vasculogénique. Nos résultats 

suggèrent que RPSA pourrait agir comme un relais entre l’activation inflammatoire (JAK/STAT3) et la 

mise en place de programmes favorisant l’invasion et le remodelage vasculaire tumoral. De plus, 

l’inhibition pharmacologique et génétique de STAT3 s’accompagne d’une diminution de l’expression de 

RPSA, ce qui laisse entrevoir que son ciblage combiné pourrait renforcer l’effet anti-VM des inhibiteurs de 

STAT3. 

 

Sur le plan pharmacologique, l’utilisation d’un inhibiteur de JAK2, l’AG490, a permis de bloquer 

l’activation de STAT3 entrainant une réduction importante de la formation du VM in vitro. De façon 

complémentaire, la transfection des MSC avec un siRNA ciblant STAT3 a reproduit ce phénotype 

inhibiteur, confirmant que cette voie est essentielle au déclenchement du VM dans les MSC. Ces résultats 

soulignent l’importance d’une régulation fine de la voie JAK/STAT3 dans les MSC, suggérant que son 

ciblage pourrait représenter une stratégie pertinente pour limiter la participation stromale au remodelage 

vasculaire tumoral. Ces approches ont permis d’également identifier des marqueurs moléculaires régulés 

en aval, soit RPSA, dont l’inhibition pourrait renforcer l’effet anti-VM des inhibiteurs de JAK/STAT3. 

L’ensemble des résultats de cette première étude, positionne les MSC comme des acteurs dynamiques du 

VM et justifie l’exploration de combinaisons thérapeutiques plus ciblées vers les voies de signalisation 

inflammatoires associées à la plasticité cellulaire. 
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Dans un second volet, deux études complémentaires menées sur les lignées cellulaires de GBM, notamment 

U87 et U251, ont mises en évidence l’implication directe de la voie Hippo via YAP1 et TEAD1, dans la 

régulation transcriptionnelle de gènes pro-VM tels que CTGF et CYR61. Ces marqueurs, associés à la 

migration et au remodelage matriciel, étaient positivement corrélés à la formation des structures de type 

VM. L’analyse d’échantillons de tissus cliniques a confirmé la surexpression de YAP1 et de ses cibles 

transcriptionnelles dans les tumeurs cérébrales de grade IV par rapport aux tissus cérébraux sains et aux 

gliomes de plus bas grade, positionnant ces facteurs comme biomarqueurs potentiels du phénotype 

vasculogénique tumoral. 

 

Par ailleurs, l’inhibition pharmacologique de l’interaction YAP/TEAD par des composés expérimentaux ou 

cliniquement pertinents a entrainé une réduction significative de la formation de structures capillaires VM 

in vitro et du phénotype migratoire, consolidant l’intérêt thérapeutique de cette voie. De plus, l’interférence 

avec les régulateurs de la TEM tels que SNAI1 et FOXC2 a confirmé leur rôle central dans la mise en place 

d’un programme vasculogénique coordonné. 

 

Finalement, une dernière étude a permis d’identifier un nouvel axe de signalisation centré sur l’interaction 

entre le récepteur EGFR et la protéine SORT1. Cette dernière, connue pour ses fonctions dans le trafic 

cellulaire et le tri des récepteurs, a récemment suscité l’intérêt en oncologie pour son rôle potentiel dans la 

plasticité tumorale et la signalisation pro-survie. Nos résultats démontrent que SORT1 affecte la localisation 

subcellulaire d’EGFR, en particulier sa translocation nucléaire lors de la formation du VM in vitro dans les 

lignées de GBM. 

 

L’inhibition pharmacologique de SORT1 à l’aide de l’AF38469, ou son inhibition génique par siRNA, 

entraîne une réduction marquée de la migration cellulaire, une réduction de l’expression nucléaire d’EGFR 

ainsi que l’inhibition de la formation du VM. De manière intéressante, la suppression de SORT1 induit une 

diminution de l’expression transcriptionnelle d’EGFR tout en altérant la signature moléculaire associée à 

une chimiorésistance accrue, soulignant la complexité de cette régulation. 

 

Des études antérieures dans d’autres modèles tumoraux tels que dans le carcinome hepatocellulaire, le 

cancer du poumon à non petites cellules (NSCLC), ou encore dans les cancers hormono-dépendants tels 

que les cancers du sein, de l’ovaire ou de l’endomètre ont déjà suggéré une implication de SORT1 dans 

l’angiogenèse tumorale et dans des processus de type vasculaires (Ahn et al., 2024; Lin et al., 2025; 

Bertrand et al., 2024). Par exemple, sa colocalisation avec des récepteurs à fonction pro-angiogenique ou 
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son implication dans le trafic de protéines comme le VEGFR2 ou TrkB suggère qu’elle pourrait jouer un 

rôle plus large dans la régulation de la plasticité cellulaire. Ces données, associées aux nôtres, pourraient 

positionner SORT1 comme un intégrateur du signal vasculogénique et un potentiel marqueur du phénotype 

invasif des GBM. 

 

Ces résultats pourraient renforcer l’idée que le complexe EGFR/SORT1 représente une cible thérapeutique 

inexploitée, capable de réguler à la fois la signalisation pro-survie, la migration cellulaire et la capacité des 

cellules tumorales à former un réseau pseudo-vasculaire indépendant de l’endothélium. 

 

Dans l’ensemble, ces trois études ont démontré que le VM est un phénomène multiforme, régulé par des 

voies de signalisation distinctes mais interconnectées. Le VM est un état cellulaire hautement plastique, 

adaptatif et cliniquement pertinent à étudier. Ces résultats soutiennent une approche thérapeutique 

combinatoire ciblant différentiellement les voies de signalisation décrites, le métabolisme et l’interaction 

avec le microenvironnement pour surmonter les résistances dans le traitement du GBM. 

 

6.2 Implications biologiques et cliniques 

 

La présence de structures de type VM a été directement corrélé à un pronostique défavorable dans plusieurs 

types de cancers différents, notamment les mélanomes, les carcinomes mammaires triple négatifs et les 

GBM (Alemu et al., 2025). L’implication du VM dans la résistance aux traitements anti-angiogéniques et 

sa corrélation avec la récidive tumorale en font une cible biologique hautement pertinente dans la prise en 

charge des patients.  

 

Du point de vue clinique, l’identification du VM comme mécanisme adaptatif impose un changement de 

paradigme dans les stratégies thérapeutiques. Les inhibiteurs du VEGF tels que le bévacizumab ont monté 

une efficacité transitoire dans le GBM et la persistance voire l’induction du VM en réponse à ce type de 

traitements pourrait expliquer l’échec à long terme de ces approches (Liu et al., 2025). Des études cliniques 

récentes ont démontré que la présence de structures VM dans les biopsies tumorales est associée à une 

survie globale réduite et à une moindre réponse aux agents anti-angiogéniques (Shapkina et al., 2025). Par 

conséquent, le développement d’inhibiteurs du VM pourrait représenter une avancée majeure. 

 

Les résultats présentés dans cette thèse montrent que l’intervention pharmacologique ciblée aux voies 

JAK/STAT3, Hippo et EGFR/SORT1 permet non seulement de limiter la formation de structures VM in 
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vitro mais aussi de moduler des signatures moléculaires associées à la chimiorésistance et à l’invasion 

cellulaire. Ainsi, cibler le VM pourrait contribuer à restaurer la sensibilité tumorale aux chimiothérapies 

conventionnelles ou aux thérapies ciblées, en désorganisant le réseau vasculaire non-endothélial assurant 

une perfusion de la tumeur (Wu et al., 2025). 

 

Du point de vue biologique, ces voies de signalisation sont toutes impliquées dans la plasticité cellulaire, la 

survie et le remodelage du microenvironnement. Par exemple, la voie YAP/TEAD agit sur les gènes pro-

survie, les régulateurs de la migration cellulaire et les effecteurs de la MEC comme CTGF. De son côté, la 

voie JAK/STAT, permet la communication étroite avec les cellules immunitaires et stromales, suggérant 

que le ciblage du VM pourrait avoir des effets indirects sur l’immunosuppression locale. 

 

Enfin, les implications translationnelles sont nombreuses, les inhibiteurs de STAT3, comme le napabucasin, 

les inhibiteurs de YAP/TEAD tels que l’IAG933 et le verteporfine ou encore les modulateurs de SORT1 

tels que l’AF38469 sont des options actuellement en essais dans différents contextes oncologiques. Le 

napabucasin a été évalué dans plusieurs essais cliniques notamment pour les cancers coloréctaux, 

pancréatiques et du poumon. Des essais de phase II sont en cours, notamment en association avec le 

pembrolizumab (Kawazoe et al., 2020). L’IAG933 est également actuellement en phase I pour des tumeurs 

solides, telles que le mésothéliome, ayant des altérations dans la voie Hippo (Novartis, 2025). L’intérêt de 

ces inhibiteurs pour le traitement des GBMs en thérapie combinatoire ciblant le VM pourrait améliorer le 

contrôle tumoral. Toutefois, une meilleure caractérisation des patients via des biomarqueurs VM-

spécifiques serait crucial pour permettre de personnaliser les traitements et de sélectionner les profils les 

plus à risques d’échecs aux approches classiques anti-angiogéniques.  

 

6.3 Contributions au domaine de recherche 

 

Ces résultats apportent quelques contributions originales et significatives au domaine de la recherche en 

oncologie, et particulièrement à la compréhension des mécanismes adaptatifs dans les GBM. Premièrement, 

elle documente pour la première fois de façon intégrée le rôle de trois voies de signalisation majeures dans 

l’induction du VM, un processus fortement associé à l’agressivité tumorale et la chimiorésistance. 

 

Deuxièmement, ces recherches mettent en lumière le rôle fonctionnel des MSC comme contributeurs actifs 

à la structuration vasculaire alternative. En caractérisant leur capacité à induire un processus de 

vascularisation alternatif. En caractérisant leur capacité à initier un phénotype vasculogénique via 
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l’activation de STAT3 et l’expression de régulateurs transcriptionnels clés, cette étude propose un nouveau 

modèle de coopération entre les MSC et le microenvironnement tumoral. 

 

Troisièmement, la démonstration du rôle de SORT1 dans le trafic intracellulaire de EGFR, et sa régulation 

du phénotype VM ouvre un nouveau champ d’investigation sur les mécanismes de signalisation 

intracellulaire et de résistance thérapeutique dans les GBM. Cet aspect positionne ce modèle comme une 

cible thérapeutique originale et peu explorée dans les tumeurs solides. 

 

L’ensemble des résultats présentés combine des approches tridimensionnelles de culture cellulaire, des 

outils transcriptomiques in silico et in vitro, des inhibiteurs pharmacologiques innovants et des analyses sur 

des tissus tumoraux humains. Ces approches intégrées ont permis de valider des mécanismes biologiques 

complexes dans des conditions le plus proches possibles du microenvironnement tumoral in vivo. Cette 

thèse contribue à élargir les modèles actuellement connus de la progression tumorale et ciblait à redéfinir 

les cibles thérapeutiques potentielles dans les tumeurs cérébrales hautement agressives. 

 

6.4 Perspectives et limites 

 

Bien que la pertinence des mécanismes identifiés ait été établie, certaines limites doivent être prises en 

considération et ouvrent la voie à des recherches complémentaires. Tout d’abord, bien que les résultats 

obtenus in vitro aient permis de documenter avec précision les voies impliquées dans le VM, leur validation 

dans des modèles in vivo reste une étape cruciale à la validité des résultats. L’utilisation de modèles murins 

de GBM, reproduisant mieux le microenvironnement cérébral et la barrière hémato-encéphalique, 

permettrait de confirmer le rôle fonctionnel de la voie EGFR/SORT1, l’efficacité des inhibiteurs ciblant 

STAT3 et YAP/TEAD dans un contexte physiologique et immunologique complexe. Ces approches 

permettraient de mieux évaluer la toxicité, la biodisponibilité et les effets systémiques de tous les inhibiteurs 

testés. 

 

L’intégration de modèles organoïdes dérivés de patients pourrait également permettre l’avancée 

significative de l’étude du VM. Ces modèles conservent l’hétérogénéité cellulaire et génétique des tumeurs 

primaires et permettent aux chercheurs de tester des combinaisons thérapeutiques de manière représentative 

des possibilités cliniques. Leur utilisation pourrait permettre de stratifier les patients en fonction de leur 

profil VM et ainsi adapter les stratégies ciblées en conséquence. 
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Un autre champ d’investigation prometteur repose sur l’étude des exosomes, vecteurs clés de la 

communication intercellulaire dans le microenvironnement tumoral. Des études ont mis en évidence la 

colocalisation de SORT1 et EGFR dans les exosomes, et leur rôle potentiel dans le transfert du phénotype 

vasculogénique aux cellules voisines mérite d’être exploré (Wilson et al., 2014; Ghaemimanesh et al., 

2021). Le profilage moléculaire des exosomes, par séquençage ARN (RNA-seq) pourrait permettre 

l’identification de nouveaux biomarqueurs prédictifs du VM et des cibles thérapeutiques encore non 

documentées. 

 

Par ailleurs, il serait pertinent d’intégrer une dimension immuno-oncologique à ces travaux. La voie 

JAK/STAT3 est directement impliquée dans la régulation des cytokines pro-inflammatoires et l’induction 

d’un microenvironnement immunosuppressif. L’étude de modèles syngéniques ou humanisés, intégrant les 

interactions avec les cellules immunitaires, permettrait de mieux comprendre les effets du ciblage du VM 

sur l’évasion immunitaire et la réponse aux immunothérapies. 

 

Enfin, l’exploitation extensive de banques de données transcriptiomiques publiques (TCGA, CGGA, Ivy 

GAP) offrirait une validation complémentaire des signatures moléculaires associées au VM (YAP1, CTGF, 

CYR61, RPSA, SORT1). Ces analyses in silico, combinées à des approches bio-informatiques de prédiction 

clinique, pourraient contribuer à affiner la stratification des patients et soutenir le développement de 

biomarqueurs translationnels. 

 

En résumé, les prochaines étapes consisteraient à valider les résultats dans des modèles in vivo plus 

complexes, à approfondir l’études des vésicules extracellulaires et à intégrer une composante 

immunologique, le tout en tirant parti des ressources bio-informatiques publiques disponibles. Ces 

approches complémentaires renforceront la portée translationnelle des résultats et permettront de progresser 

vers une médecine de précision ciblant le VM dans le GBM.  
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CONCLUSION 

 

Ce travail a permis de mettre en lumière les fondements moléculaires d’un processus adaptatif majeur dans 

les GBM, le VM. En explorant trois voies de signalisation centrales, JAK/STAT3, Hippo/YAP/TEAD et 

EGFR/SORT1, ce projet a révélé des mécanismes complexes par lesquels les cellules tumorales et stromales 

coopèrent pour adopter des phénotypes pseudo-vasculaires et chimiorésistants favorisant l’agressivité, 

l’évasion thérapeutique et la survie en contexte hypoxique. 

 

Les données générées ont pu démontrer que l’activation de différents programmes transcriptionnels par des 

signaux inflammatoires permet aux cellules de GBM ou aux MSC de remodeler leur microenvironnement, 

de migrer et de résister aux traitements anti-angiogénique. L’identification de SORT1 comme modulateur 

clé de la chimiorésistance des GBM ajoute une nouvelle compréhension du VM. 

 

Ces résultats renforcent la pertinence d’un ciblage moléculaire précis au VM et soulignent l’intérêt 

d’intégrer la détection des structures de VM comme d’un paramètre pronostique important dans les GBM. 

Ils ouvrent également la voie à des stratégies cliniques innovantes basées sur la co-inhibition du VM comme 

stratégie complémentaire aux traitements standards actuels. En conclusion, cette recherche contribue à 

repositionner les priorités thérapeutiques dans le développement de thérapies ciblées dans les cancers 

solides hautement agressifs en s’attaquant aux mécanismes adaptatifs fondamentaux de chimiorésistance. 
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