
HAL Id: tel-00752056
https://theses.hal.science/tel-00752056

Submitted on 14 Nov 2012

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Les plasmas froids, nouvelle stratégie thérapeutique en
cancérologie
Marc Vandamme

To cite this version:
Marc Vandamme. Les plasmas froids, nouvelle stratégie thérapeutique en cancérologie. Sciences
agricoles. Université d’Orléans, 2012. Français. �NNT : 2012ORLE2017�. �tel-00752056�

https://theses.hal.science/tel-00752056
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

UNIVERSITÉ D’ORLÉANS  
 

 

 
 

ÉCOLE DOCTORALE SCIENCES ET TECHNOLOGIES 
 

Centre d’Imagerie du Petit Animal, TAAM-UPS44, CNRS, Orléans 

GREMI, UMR 7344, CNRS - Polytech, Orléans 

Germitec SAS, Clichy 
 

THÈSE  présentée par : 

Marc VANDAMME 
 

 
soutenue le : 14 juin 2012  

 

pour obtenir le grade de : Docteur de l’université d’Orléans 

Discipline : Biologie cellulaire et moléculaire 

 

Les plasmas froids, nouvelle stratégie 
thérapeutique en cancérologie  

 
 

THÈSE dirigée par : 
Jean Michel POUVESLE       Directeur de Recherche CNRS, GREMI - CNRS Orléans 
Alain LE PAPE        Directeur de Recherche CNRS, CIPA - CNRS, Orléans 

 
RAPPORTEURS : 

David GRAVES           Professeur, Université de Californie, Berkeley 
François VALLETTE        Directeur de recherche INSERM, CRCNA, Nantes 

____________________________________________________________________ 
 
JURY (y reporter tous les membres de jury présents à la soutenance): 

Jean Michel POUVESLE       DR CNRS, GREMI - CNRS, Orléans 
Alain LE PAPE        DR CNRS, CIPA - CNRS, Orléans 
David GRAVES        Professeur, Université de Californie, Berkeley 
François VALLETTE        DR INSERM, CRCNA, Nantes 
Philippe BOUGNOUX        PU-PH, Université François Rabelais, Tours  
Claudine KIEDA        DR CNRS, CBM - CNRS, Orléans 
Jean Pierre CAMBUS        MCU-PH, Hôpital de Rangueil, Toulouse 
Franck CLEMENT        MCU,  Université de Pau et des Pays de l’Adour, Pau 

 

Membres invités: 
 Laurent PRAX       DG adjoint, Germitec, Clichy 
 Eric ROBERT       CR CNRS, GREMI-CNRS, Orléans



  

 

REMERCIEMENTS 

 

 L’ensemble de cette thèse s’est déroulé dans un environnement Orléanais très riche en 
rencontres et en discussions avec de nombreuses équipes. A mon arrivé de Nancy, j’ai trouvé 
cette ville un peu ‘froide’ mais finalement ce n’est qu’une première mauvaise impression. J’ai 
beaucoup déambulé au sein des différents laboratoires Orléanais où j’ai toujours été très 
bien accueilli par des personnes toutes très sympathiques et qui me marqueront pour de 
nombreuses années. Je tiens à remercier chaleureusement et tout particulièrement l’ensemble 
du personnel de mes deux laboratoires d’accueil : le TAAM et le GREMI, ainsi que la société 
Germitec sans qui cette thèse n’aurait pu exister. 

 
Au Dr Alain Le PAPE 
 

Depuis mon arrivée au sein du CIPA en février 2009, vous me faites l’honneur de 
diriger mes travaux de recherche et de me faire partager votre passion pour la recherche 
préclinique et l’imagerie. Vous avez su m’encadrer tout en me laissant une grande liberté 
d’action et d’idées, me laissant m’investir dans de nombreux domaines de recherches. Sans 
compter, malgré un emploi du temps très chargé, vous avez mis à ma disposition vos 
compétences scientifiques et médicales et m’avez accordé votre confiance. Vous avez toujours 
été joignable à n’importe quelle heure du jour et de la nuit. Avec humour et sympathie, vous 
m’avez accompagné durant ces quelques années qui ne furent pour moi que du bonheur. Je 
garderai à l’esprit nos remontants que nous apprécions tant au retour de déjeuner allant du 
vin de noix à la mirabelle… Enfin, j’espère avoir été à la hauteur en tant que dernier 
doctorant de votre carrière de chercheur. 

Que ce soit pour moi l’occasion de vous remercier vivement pour tout ce que vous 
m’avez appris et de vous exprimer ma reconnaissance et mon profond respect. 
 
 
 
Au Dr Jean Michel POUVESLE 
 
 J’ai débarqué dans ton bureau un beau matin de février alors que je ne t’avais jamais 
rencontré, une situation bien particulière, Alain m’ayant embauché pour cette thèse qui allait 
se dérouler sous ta direction principale. En très peu de temps, tu as su me faire partager ta 
passion pour la physique des plasmas et cela en toute simplicité et avec beaucoup de 
pédagogie pour un non initié. J’ai beaucoup appris à tes côtés et nos échanges réguliers 
m’ont appris à parler de l’onco-biologie en toute simplicité, ce qui ma permis de progresser 
énormément dans la vulgarisation scientifique. En très peu de temps, tu m’as accordé ta 
confiance et m’a laissé une grande liberté d’action pour le développement du projet. Je ne te 
remercierai jamais assez pour le nombre incalculable de congrès auxquels j’ai pu participer 
et de ce fait, tu m’as apporté énormément en me formant et m’apportant la connaissance 
biologique via la participation à ces congrès. Cette thèse a été pour moi (nous) un long 
marathon (à la publication) mais je pense que nous avons franchi la ligne d’arrivée les 
premiers un certain nombre de fois.  
 Toutes ces années à tes côtés furent un honneur pour moi, cette thèse est pour moi une 
façon de t’exprimer ma profonde gratitude et toute ma reconnaissance pour le lancement de 
ma carrière. 



  

 

Au Dr Francois Vallette, 
 

Je suis très sensible à l’honneur que vous me faites de participer à ce jury et d’être 
rapporteur de cette thèse pour juger ce travail. Nos échanges, même peu nombreux, ont été 
très constructifs pour l’avancée de ce travail. Veuillez trouver ici l’expression de mes 
remerciements les plus vifs. 
 
 
 

Au Pr. David Graves, 
  

Vous avez accepté de juger cette thèse et d’en être le rapporteur. Que ce soit pour moi 
l’occasion de vous remercier vivement et de vous exprimer toute ma reconnaissance. 
 
 
Au Pr. Philippe Bougnoux, 

Vous avez accepté de juger cette thèse et ce en dépit de vos nombreuses obligations. 
Veuillez trouver ici l’expression de mes remerciements les plus vifs. 
 
 
Au Dr Jean Pierre Cambus  

 
Tout d’abord je tiens à te remercier d’avoir accepté de faire partie de ce jury de thèse. 

J’ai toujours admiré l’intérêt que tu portes pour cette nouvelle thématique malgré un emploi 
du temps de praticien hospitalier très chargé. Nos discussions sur la thématique plasma et les 
différentes expérimentations réalisées ensemble m’ont conduit à aborder d’autres domaines, 
en particulier le monde merveilleux de l’hémostase… Tu as également été présent sur un plan 
plus personnel et je t’en remercie très chaleureusement. Trouve ici l’expression de toute mon 
admiration pour un personnage aussi singulier que toi. 
 
 
Au Dr Franck Clément 

Je te remercie chaleureusement d’avoir accepté d’être membre du jury de ma thèse. 
Nous avons eu l’occasion de nous croiser et d’échanger sur les plasmas à plusieurs reprises 
en congrès mais également pendant les différentes d’expérimentations. Ces nombreuses 
discussions ont toujours été enrichissante pour moi… 
 
 
Au Dr Claudine Kieda 

Nos discussions fort sympathiques sur l’hypoxie et l’angiogenèse ont rythmé ma thèse 
et ont toujours été très constructives. Vous avez une capacité à partager votre passion pour 
votre domaine de recherche qui m’impressionnera toujours. Trouvez dans ces quelques lignes 
toute ma sympathie à votre égard et toute ma reconnaissance pour avoir accepté de juger ce 
travail mais également pour la confiance que vous m’avez accordée en particulier pour 
Cracovie… 

 
 



  

 

A Mr Laurent Prax 

Vous m’avez accueilli au sein de votre société et m’avez financé pendant ces 3 années. 
Sans vous, l’ensemble de ce travail n’aurait pu être réalisé au sein de mes deux laboratoires 
d’accueil. Malgré votre emploi du temps très chargé, vous avez toujours été à l’écoute de mes 
demandes. Les réunions organisées au sein de l’entreprise m’ont permis de progresser dans 
ma capacité de vulgarisation du domaine et vous avez toujours fait preuve d’intérêt pour mon 
travail. Que ce soit pour moi l’occasion de vous remercier vivement pour tout ce que vous 
m’avez apporté et de vous exprimer toute ma reconnaissance. 

J’en profite également pour remercier l’ensemble du personnel de Germitec. 
 

Au Dr Stéphanie Lerondel   
 

Depuis mon arrivée au CIPA, tu as suivi avec beaucoup d’attention mon parcours et 
nous avons toujours eu des discussions constructives autour de mes travaux. Avec beaucoup 
d’humanité et de gentillesse, tu as su me faire partager tes connaissances en imagerie et m’a 
accompagné dans les décisions d’orientation du projet tout en veillant avec bienveillance sur 
la trésorerie. Après t’avoir décoiffée par mon vent de folie, je ne peux que remarquer ton 
ingéniosité pour faire face à ce phénomène, et je me rappellerai longtemps de mes chaussures 
cachées dans ton coffre de voiture… Parfois, cela était indépendant de ma volonté comme 
durant notre voyage en Pologne qui marquera pour quelques années mon esprit.  
Par ailleurs, ta capacité d’écoute et de conseils, malgré un emploi du temps bien chargé, m’a 
permis de me poser les bonnes questions et de me rassurer durant ce long marathon. Trouve 
ici l’expression de mes sincères remerciements et de toute ma reconnaissance pour un 
encadrement qui de manière pas toujours visible était bien présent. 
 
 

Au Dr Eric Robert 
 
 Tu as su avec beaucoup de pédagogie m’enseigner les fondements des plasmas froids. 
Nos discussions souvent intenses et passionnées ont toujours conduit à une réflexion 
pertinente sur les données que nous avions et les orientations du projet. Dans la course 
contre la montre pour les publications, tu as toujours été bienveillant à mon égard pour 
rédiger les parties physiques de nos documents. Les quelques congrès que nous avons faits 
ensemble resteront longtemps en ma mémoire comme l’ISPC à Philadelphie avec des sorties 
au restau sympathiques ou encore un dîner mémorable en Allemagne où les couverts étaient 
interdits… C’est pour moi l’occasion de te remercier pour ta patience, ton implication dans 
les travaux et ton encadrement.  
 
 
A ‘la team’ du CIPA 

Merci pour votre bonne humeur quotidienne et j’espère avoir relevé un dernier défi en 
plaçant les mots « serpillères » et « blaireau » dans ce manuscrit… 

Stéphanie et Maryline, ‘ les perruches indissociables’, pendant ces quelques années 
passées en votre compagnie, j’ai souvent compté sur vous et vos compétences. Je ne peux que 
vous remercier pour votre disponibilité et votre efficacité. Un grand merci pour votre aide et 
surtout de m’avoir supporté.  
 



  

 

Guillaume, finalement nous n’aurons jamais tellement travaillé ensemble, nous 
n’avons pas non plus beaucoup joué au tennis… mais j’espère te recroiser régulièrement en 
tant que Mr Perkin Elmer…  

Laura, on a commencé notre thèse en même temps et on la finit en même temps… un 
beau parcours finalement bien que nos sujets de recherche soient différents, tu as réussi avec 
brio à t’intéresser au plasma et à réaliser une étude sur le pancréas qui montre bien l’intérêt 
du plasma dans ces conditions. Toujours prête à rendre service et à discuter pour refaire le 
monde, j’espère que l’on aura l’occasion de se croiser au détour d’un labo ou d’un congrès. 

 Julien, notre ‘puppy’ préféré, toujours très serviable, tu es d’une gentillesse à toute 
épreuve… et pourtant tu en as enduré des choses avec nous... Ton aide m’a été précieuse dans 
bien des domaines allant du changement de roue de voiture à  la culture cellulaire. Je profite 
de ces quelques lignes pour te remercier et même si je t’ai charrié à ce sujet, je sais très bien 
au fond que tu feras un bon manager d’équipe et que tu as réussi à être un des piliers du 
CIPA.  

Sabrina, la plus stricte et la plus embêtante… je pense que l’on a fait ensemble les 
400 coups, tu as toujours été partante pour tout un tas d’idée farfelues, mais ce que 
j’apprécie le plus en toi, c’est finalement ton côté décalé avec une rigueur et une 
connaissance scientifique à toute épreuve. Nos nombreuses discussions scientifiques sur de 
larges domaines de la biologie ont rythmée nos journées et il ne fait nul doute que cela me 
manquera. Trouve en ces lignes toute mon admiration pour ta réussite et ta gentillesse. 

 

A Anais Rameau 

 Ma première stagiaire, tu as contribué de manière importante à cette thèse et tu as été 
plus qu’à la hauteur de mes espérances. Ton travail a toujours été impeccable et je te 
souhaite une longue route sur le sentier de la Recherche… 
 
 

A ‘la team’ du GREMI 

 Vanessa, tu es arrivée peu de temps après moi pour étudier la physique des 
plasmas… Les premières années de ma thèse où j’ai passé plus de temps au GREMI à 
partager notre bureau a été rythmé de phrases cultes. Je pense que tu te rappelleras 
longtemps du célèbre : « Allume la clim et ouvre la fenêtre, il faut lutter contre le 
réchauffement climatique ! ». Un grand merci pour tes nombreux ‘éclairages’ sur la physique 
mais également pour la veille scientifique à toute épreuve que tu fais… 

 Delphine, tu es la petite dernière dans l’équipe PlasMed, mais cela ne t’as pas 
empêché de t’affirmer avec vigueur. Finalement, nous n’avons jamais eu l’occasion de 
travailler réellement ensemble… mais ton aide a été précieuse dans la réalisation d’un 
certain nombre de ces travaux. 



  

 

 Sébastien, tu es un électronicien hors pair, sans toi, ce travail n’aurait jamais pu 
avoir lieu, tu as su développer avec rigueur un boîtier à la hauteur de nos espérances et tout 
un tas de possibilités « high tech »… Un grand merci pour la prise en compte de tous ces 
caprices…  

 Alexis, tes conseils avisés et le partage de tes connaissances sur la pollution 
automobile ont été pour moi une ouverture d’esprit sur d’autres domaines de la recherche 
scientifique. Un grand merci pour ces nombreux échanges… 
 
 
A tous les membres du TAAM et de l’INEM 
 

Tout d’abord Yann Hérault, directeur de notre unité dans laquelle j’ai réalisé une 
grande partie des travaux de cette thèse. La gestion du TAAM pour mes ordres de mission et 
l’administratif : Raphaelle, Monique, Agnès… ainsi que Olivier pour les livraisons et Sam, 
Laurent,… pour les cages des souris, un travail discret et pourtant indispensable à nos 
études… Sans oublier tous les gens de l’INEM qui m’ont aidé… Nicolas, Stéphanie, 
Mathilde… et tous ceux que j’oublie… 
 
 
A tous les membres du GREMI 
  

Durant ces quelques années, vous m’avez facilité la vie, je tiens à tous 
chaleureusement vous remercier pour votre aide et votre disponibilité, en particulier Ahmed 
qui a participé à la réalisation de nombreuses pièces, également Hervé, Guy, Jacky,  Sylvie et 
Christophe pour leurs bonne humeur et le nombre important d’ordre de mission… , et tous les 
autres… 
 
 
A David Gosset  

Tu as mis à ma disposition tes compétences et ta plateforme pour les expérimentations 
en cytométrie en flux qui ont été très importantes dans la compréhension des mécanismes 
d’action du plasma. Je te remercie chaleureusement pour tous les marquages que l’on a pu 
tenter, les cafés engloutis et ta disponibilité. 

 

Aux Dr Valérie Quesniaux et Dr Bernhard Ryffel  
 

Depuis le début de mes travaux de recherche au sein du CIPA, vous m’avez toujours 
accueilli avec bienveillance au sein de l’IEM, me permettant ainsi de profiter de votre 
expérience et de vos précieux conseils ainsi que ceux de vos équipes. Une petite partie des 
travaux réalisés ensemble se trouvent dans ce manuscrit et j’espère que l’ensemble pourra 
faire l’objet d’une publication dans un futur proche. Les encouragements et la 
reconnaissance portés à mon égard ont toujours été un moteur pour moi dans la poursuite de 
ce projet sur l’inflammation. Veuillez trouver ici mes sincères remerciements et l’expression 
de toute mon admiration. 

 
 
 



  

 

Aux Dr Céline Dubourg et Dr Olivier Richard  
 

Notre rencontre fut complètement fortuite mais conditionna un grand nombre d’heures 
des années à venir… Je me rappellerai longtemps du jour où j’ai rencontré Céline qui 
cherchait désespérément un vacataire et moi qui cherchait des heures d’enseignement… Vous 
avez su me faire partager votre passion pour l’enseignement et m’avez accordé votre 
confiance pour la réalisation de vos différents cours. Olivier, dès la première année dans la 
réalisation d’un cours de statistiques et Céline les années suivantes pour un cours de 
cancérologie… Ce n’est pas sans émotion que je réalise les différents cours en cette dernière 
année de ma thèse. Nos discussions et vos différentes expériences dans des domaines 
scientifiques différents du mien me manqueront. Je ne peux que vous exprimer ma profonde 
gratitude et toute mon admiration pour votre capacité à faire de la recherche, à enseigner et 
à enseigner l’art de l’enseignement.  

 
 
Au Dr Sylvain Bourgerie 
  

Avec le recul, je me demande toujours comment tu as pu faire confiance à un 
« physiologiste » pour faire les TP de biochimie incluant purification et migration… Avec 
patience et  pédagogie, tu m’as fait redécouvrir le monde de la biochimie, ce qui ma permis 
de redécouvrir à quel point je l’appréciais. Toujours de manière très présente, tu m’as guidé 
dans le déroulement des différentes séances de TP avec quelques bonne répliques comme le 
jour où je t’annonce qu’une étudiante a fait une crise d’épilepsie et toi de me répondre : 
« mais… elle a rendu son compte rendu ? », cette phrase me fait encore rire aujourd’hui… Tu 
as renouvelé ta confiance envers moi chaque année et c’est avec tristesse que j’ai réalisé les 
dernières séances de TP pour toi. Trouve ici l’expression de mes remerciements les plus 
sincères. 

 
 
A Simone, Estelle, Jenny, Carine, Arnaud et Mélanie  

 
Vous m’avez accompagné dans mes enseignements à différents niveaux… la 

préparation des salles, les emplois du temps, les trombinoscopes…  Vous avez été disponibles 
pendant ces différentes années, et les cafés de 13h ont été pour moi des moments fortement 
appréciés. Trouvez ici, toute ma reconnaissance pour votre aide si précieuse. 
 

A Louis 

Petit Loulou ! Depuis que Bernhard nous a fait épiler des souris ensemble à la crème 
Veet, on ne s’est jamais séparé. Ton humour et ta joie de vivre ont toujours été pour moi une 
échappatoire. Sans parler du nombre de pause-café incalculable que l’on a pris ensemble, 
sans boire de café bien sûr, vu que ni toi ni moi n’avions de monnaie… Je ne parlerai pas de 
nos parties de pêche à la carpe mémorables qui finalement n’auront jamais eu lieu… et je ne 
pense pas que ce soit mieux pour nos chasses aux champignons ayant une capacité de 
‘trouveur’ proche de la nullité… Je te souhaite de continuer à être le meilleur et espère que 
notre amitié perdurera malgré les changements potentiels dans nos vies. 

 
 



  

 

A la ‘Dream Team’ de Paris 
 
Blandine, Marine, Catherine, vous m’avez toujours accueilli les bras ouverts au sein 

de votre laboratoire… Je suis heureux de pouvoir dire que je connais la miss POLA, la plus 
grande fan de Pierre Perret et la meilleure biologiste moléculaire de France…  Par ailleurs, 
je conserve toujours mon ticket pour que Julien vienne pour creuser la piscine avec sa mini 
pelle… 
 
 
A Marianne 
  

Tu as été à mes côtés tout au long de cette thèse (et pas que d’ailleurs), tu m’as 
encouragé, conseillé, guidé, ton aide a été pour moi une ressource inestimable… Avec tout 
mon amour… 
 
 
To Popi 
 

I know how much you are proud of me but you don’t know how much I’m impressed by 
your interest on my work. You have already read all my publications and that’s fantastic… 
I’m sorry this thesis is written in French but you already know all this work, so that doesn’t 
matter! Thank you for your kindness to receive us every year in Friend’s Home. That 
represents a lot for us and you know how much we like to stay with you a few weeks every 
year. This trip is kindly every year authorized by my two PhD advisors…So, thank you again. 
I hope that we can continue to see you every year… 
 
 
A Mamie 
 

Mamie, il n’y a pas de médecin dans la famille, mais il y a un chercheur. Je sais que 
cela n’a pas été facile de suivre mon parcours mais je suis au bout du tunnel ! J’ai toujours 
été admiratif de ton dynamisme et je pense savoir d’où je tiens cela… Les moments passés 
ensemble sont plus que mémorables et je sais grâce à toi que le restaurant le plus mauvais de 
la terre se trouve à Orléans ! Un grand merci pour tous ces moments… 
 
 
A mes parents 
 

Vous vous êtes longtemps demandé ce que je voulais faire à la fac, pourtant vous le 
saviez, j’avais déjà décidé de faire une thèse de biologie en seconde… et bien j’y suis et c’est 
la fin d’un si long cursus... ce document en représente le point final… Vous m’avez toujours 
accompagné dans mes décisions et même un peu dans la rédaction de ce document ! Vous 
m’avez préparé à réaliser ce long chemin et m’avez toujours fait confiance. Pour tout cela, je 
ne pourrai jamais assez-vous remercier...  
 
A John, Eric et Brigitte, mes frères et soeurs 
 
 Avec vos caractères si différents, vous avez toujours veillé sur moi, le petit dernier… 
J’ai énormément appris à vos côtés et c’est en partie grâce à vous que j’ai réussi à faire 
preuve d’une grande maturité pour l’ensemble de cette thèse. Je profite également de 
l’occasion pour rappeler que : Non, je ne suis pas éleveur de souris !! 



  

 

 

 

 

 

 

SOMMAIRE 

 

  



  

 

SOMMAIRE 

 

AVANT-PROPOS................................................................................................................................ 1 

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ............................................................................................................. 4 

CHAPITRE 1 : PHYSIOPATHOLOGIE DU CANCER ET TRAITEMENTS ............................................ 5 

I. CARACTERISTIQUES DES CELLULES TUMORALES  ............................................................................ 5 
A. Une auto-suffisance en facteurs de croissance .................................................................................. 6 
B. Insensibilité aux signaux antiprolifératifs .......................................................................................... 8 
C. Invasion et métastases ......................................................................................................................... 11 
D. Une réplication illimitée ..................................................................................................................... 12 
E. Résistance à l’apoptose ....................................................................................................................... 13 
F. Une induction de l’angiogenèse .......................................................................................................... 16 
G. Émergences de nouveaux marqueurs ................................................................................................. 19 

II. STRATEGIES THERAPEUTIQUES ................................................................................................... 21 
A. La chimiothérapie ............................................................................................................................... 21 

1. Généralités ....................................................................................................................................................... 21 
2. Les chimiothérapies dans le cancer du poumon ......................................................................................... 27 
3. Les chimiothérapies dans le cancer colorectal ............................................................................................ 28 

B. La thérapie photodynamique............................................................................................................. 29 
1. Généralités ...................................................................................................................................................... 29 
2. Mécanismes d’action ....................................................................................................................................... 31 

C. La radiothérapie .................................................................................................................................. 33 
1. Contexte ........................................................................................................................................................... 33 
2. Les types de radiothérapie ............................................................................................................................ 34 
3. Mécanismes d’action ...................................................................................................................................... 36 
4. Les associations chimioradiothérapie .......................................................................................................... 40 

D. Place des ROS dans les stratégies thérapeutiques ............................................................................ 41 
1. Généralités ....................................................................................................................................................... 41 
2. La place des ROS dans la carcinogénèse ...................................................................................................... 42 
3. La modulation des ROS comme stratégie thérapeutique .......................................................................... 43 
4. Le point sur les RNS ....................................................................................................................................... 45 

III. CONCLUSIONS ............................................................................................................................ 45 

CHAPITRE 2 : RECHERCHE PRECLINIQUE ET UTILISATION DE L’IMAGERIE DE 
BIOLUMINESCENCE ....................................................................................................................... 46 

I. LA RECHERCHE PRECLINIQUE EN ONCOLOGIE  ............................................................................... 46 
A. Généralités .......................................................................................................................................... 47 
B. Les variables importantes en expérimentation préclinique ............................................................. 47 

1. L’espèce animale ............................................................................................................................................ 47 
2. Le type de tumeur .......................................................................................................................................... 49 
3. Le site d’implantation .................................................................................................................................... 50 
4. Le début du traitement ................................................................................................................................... 51 
5. La dose utilisée ................................................................................................................................................52 
6. Le Schéma d’administration ..........................................................................................................................52 

C. Évaluation de l’activité anti-tumorale ............................................................................................... 53 
II. L’ IMAGERIE DE BIOLUMINESCENCE .............................................................................................. 57 

A. Principes .............................................................................................................................................. 57 
B. Applications en inflammation ........................................................................................................... 59 



  

 

C. Applications en cancérologie ............................................................................................................. 63 

CHAPITRE 3 : LES PLASMAS FROIDS.............................................................................................. 67 

I. LES SOURCES DE PLASMAS FROIDS  ............................................................................................. 68 
A. La décharge DBD ............................................................................................................................... 69 

1. Généralités ...................................................................................................................................................... 69 
2. Exemple de la décharge DBD du laboratoire ............................................................................................... 71 

B. Les Plasma Jets .................................................................................................................................... 72 
1. Généralités ...................................................................................................................................................... 72 
2. Le plasma Gun ................................................................................................................................................. 74 

II. LES APPLICATIONS BIOMEDICALES DES PLASMAS FROIDS  ............................................................. 76 
A. Décontamination / Stérilisation et cicatrisation .............................................................................. 77 

1. Généralités ...................................................................................................................................................... 77 
2. Mécanismes d’action ....................................................................................................................................... 81 

B. Coagulation/hémostase ..................................................................................................................... 84 
1. Applications .................................................................................................................................................... 84 
2. Mécanismes d’action ...................................................................................................................................... 86 

III. EFFETS DU PLASMA SUR LA PEAU ET LES CELLULES  ..................................................................... 87 
A. Tolérance du plasma au niveau cutané ............................................................................................ 87 
B. Effets du plasma sur les cellules ........................................................................................................ 90 
C. Effets du plasma sur les cellules cancéreuses ................................................................................... 93 

IV. CONCLUSIONS ............................................................................................................................ 94 

PARTIE EXPERIMENTALE .............................................................................................................. 96 

OBJECTIFS ....................................................................................................................................... 97 

CHAPITRE 4 : ÉTUDE DE TOLERANCE DES PLASMAS FROIDS ..................................................... 99 

I. PUBLICATION SUR LA TOLERANCE  ............................................................................................... 99 
II. RESULTATS COMPLEMENTAIRES  ................................................................................................ 111 

A. Évaluation de l’inflammation induite au niveau cutané ................................................................... 111 
B. Évaluation de l’activation de NF-ĸB .................................................................................................. 114 
C. Influence du débit de doses ................................................................................................................ 117 
D. Évaluation de la tolérance du plasma au niveau pulmonaire ......................................................... 119 

CHAPITRE 5 : ÉVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-TUMORALE DES PLASMAS FROIDS ............. 126 

I. ACTIVITE ANTITUMORALE DE LA DBD ........................................................................................ 127  
A. Étude d’efficacité du plasma froid sur la lignée U87-MG ............................................................... 127 
B. Mécanismes d’action de l’activité antitumorale des plasmas froids .............................................. 146 

1. Publication « Implication des ROS dans l’effet antitumoral du plasma » ............................................... 146 
2. Résultats complémentaires .......................................................................................................................... 164 

C. Influence du débit de dose sur l’activité antitumorale .................................................................... 166 
D. Sensibilité cellulaire .......................................................................................................................... 168 
E. Activité antitumorale sur un modèle de tumeur colique HCT-116 en orthotopique ..................... 170 

II. EFFET ANTITUMORAL DU PLASMA GUN  ....................................................................................... 174 
A. Activité antitumorale in vitro ........................................................................................................... 174 
B. Effets du plasma sur les paramètres cellulaires .............................................................................. 178 

1. Invasion/migration ....................................................................................................................................... 178 
2. Cycle cellulaire et prolifération .................................................................................................................... 180 
3. Apoptose ........................................................................................................................................................ 182 

C. Activité antitumorale in vivo ............................................................................................................ 183 
1. Tumeur pancréatique ................................................................................................................................... 183 
2. Carcinome colorectal .................................................................................................................................... 186 



  

 

CHAPITRE 6 : DISCUSSION .......................................................................................................... 190 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ................................................................................................ 217 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ............................................................................................. 220 

ANNEXES ....................................................................................................................................... 243 

 



  

 

LISTE DES FIGURES 

 
Figure 1 : Les altérations dans le processus de cancérisation cellulaire, d’après [2]. ..................... 5 

Figure 2 : Voie de signalisation schématisée de l’EGF-R. Adapté d’après [3]. ................................ 7 

Figure 3 : Les phases du cycle cellulaire. Adapté de [18]. ............................................................... 9 
Figure 4 : Schéma simplifié des effets de cassures double brins de l’ADN sur le cycle cellulaire. 

Adapté de [21]. ................................................................................................................................ 10 

Figure 5 : Les étapes de la métastasie [23] ...................................................................................... 11 
Figure 6 : Signalisation extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose [35] ......................................... 16 

Figure 7 : Le switch angiogénique, déséquilibre des facteurs pro et anti angiogénique [38] ...... 17 

Figure 8 : Normalisation des vaisseaux sous traitement anti-angiogénique [46] ........................ 19 

Figure 9 : Structure des différents adduits de platines sur l’ADN [52] ......................................... 22 
Figure 10 : Effets du cisplatine au niveau cellulaire [54]. .............................................................. 23 

Figure 11 : Effets du gefinitib sur la voie de l’EGF-R, adapté de [3]. .............................................. 25 

Figure 12 : Mécanismes d’actions de la PDT. .................................................................................29 
Figure 13 : A gauche, un diffuseur cylindrique connecté à une fibre optique ; à droite, 

traitement PDT par endoscopie de cancer de l’œsophage [85]. ................................................... 31 

Figure 14 : Mécanismes d’action de la PDT sur les cellules tumorales. Adapté de [91]. .............. 32 
Figure 15 : Pénétration de différents rayonnements. Adapté de [95]. .......................................... 34 

Figure 16 : Dommages à l’ADN induits par la radiothérapie [111]. ................................................ 38 

Figure 17 : Sensibilité des cellules à la RT en fonction des phases du cycle cellulaire [111]. ......... 39 
Figure 18 : Réoxygénation tumorale post RT [111]. ........................................................................ 40 

Figure 19 : Les possibilité d’associations pour augmenter l’efficacité de la RT [118]. ................... 41 

Figure 20 : Influence des ROS sur la voie de l’EGF-R (a gauche) et sur l’activation du facteur de 
transcription HIF-1 (à droite) [123] ................................................................................................. 43 

Figure 21 : Effets de l’exposition des cellules aux ROS [123]. ........................................................ 44 

Figure 22 Organisation de la recherche translationnelle pour l’évaluation de nouvelles 
stratégies anti-tumorale, des modèles expérimentaux à l’homme .............................................. 46 

Figure 23 : Maintien de la structure histologique entre la tumeur du patient (à gauche) et sa 

xénogreffe après huit passages (au centre), en comparaison avec une xénogreffe de lignée de 
cellules tumorales colique (à droite). Adapté de [157] ................................................................. 49 

Figure 24 : Représentation du calcul de retard de croissance tumorale. Adapté de [165] ........... 54 

Figure 25 : Principe de la réaction de BLI dans une cellule. ......................................................... 57 

Figure 26 : Dispositif d’acquisition de bioluminescence IVIS Lumina® (Caliper) ........................59 
Figure 27 : Principe de la réaction de BLI faisant suite à l’activation de NF-κB .......................... 61 

Figure 28 : Cinétique de l’activation de NF-κB  par BLI après administration de LPS ou TNFα 

[197]. ................................................................................................................................................62 
Figure 29 : Imagerie de BLI d’une souris NF-κB  luc. A gauche la souris est intacte, à droite les 

organes de la souris sont extériorisés. [198] .................................................................................. 63 

Figure 30 : Principe de l’imagerie de l’apoptose par bioluminescence ......................................... 65 
Figure 31 : Schéma d’une décharge DBD ....................................................................................... 69 

Figure 32 : Photo d’une décharge à barrière diélectrique (FE-DBD) dans l’air ........................... 69 

Figure 33 : Allure typique des impulsions électrique appliquées aux bornes des électrodes pour 
générer le plasma. ........................................................................................................................... 71 



  

 

Figure 34 : Différents types de plasma indirect ............................................................................. 73 

Figure 35 : Schéma de fonctionnement d’un plasma Jet ............................................................... 73 

Figure 36 : Photo du Plasma Gun en fonctionnement .................................................................. 75 
Figure 37 : Schéma du réacteur du plasma Gun ............................................................................ 75 

Figure 38 : Schéma d’application in situ du plasma gun ...............................................................76 

Figure 39 : Prototype développé pour la décontamination rapide des mains par plasma [247] .78 

Figure 40 : MRSA traité pendant 2 min par plasma froid, une zone d’inhibition de 5 cm de 
diamètre est observée [219]. ...........................................................................................................79 

Figure 41 : Photos de la source de plasma MicroPlaSter® ............................................................. 80 

Figure 42 : Ulcère infecté de la jambe avant traitement (à gauche) et après 20 séances (5 
semaines) de traitement au plasma froid généré avec le MicroPlaSter (à droite) [217]. ............. 80 

Figure 43 : Les différents composants du plasma froid. Adapté d’après [255] ............................. 81 

Figure 44 : L’APC en fonctionnement sur un tissu ....................................................................... 85 
Figure 45 : Coagulation d’une goutte de sang totale. A gauche, une goutte de sang non traité, et 

à droite une goutte de sang traité pendant 15s au plasma. ........................................................... 85 

Figure 46 : Coagulation après traitement plasma chez la souris. A gauche avant le traitement et 
à droite après 15s de traitement avec la DBD. .............................................................................. 86 

Figure 47 : Temps de saignements chez le rat. A gauche, une photo de l’incision standardisée 

sur la queue de rat. A droite, temps de saignement moyen pour les rats CTRL et traités au 
plasma. (n=12, moyenne +/- SEM) ................................................................................................ 86 

Figure 48 : Effets du plasma (DBD) sur la peau au niveau macroscopique et histologique. 

Adapté d’après [272] ...................................................................................................................... 88 
Figure 49 : Coupes histologiques de peau de souris traitées avec différentes doses de plasma 

[216]. ............................................................................................................................................... 89 

Figure 50 : Marge de manœuvre du traitement au plasma. Adapté d’après [265] ...................... 90 
Figure 51 : Morphologie des cellules avant (photo de gauche) et après 5s d’exposition au plasma 

(photo de droite). Adapté d’après [275] ......................................................................................... 91 

Figure 52 : Récapitulatif des effets de différente dose du plasma sur les cellules de mammifères. 

[265] .................................................................................................................................................92 
Figure 53 : Variation de pH du milieu de culture pendant le traitement plasma. Adapté d’après 

[222] ................................................................................................................................................ 94 

Figure 54 : Étude de l’effet de doses croissantes de plasma sur l’intégrité tissulaire de la peau 
par histologie H&E. 24h après le traitement, grossissement x10 etx40. ...................................... 112 

Figure 55 : Évaluation du recrutement des neutrophiles au site de traitement par dosage MPO. 

n=6, Moyenne+/- SEM, *<0.05. ..................................................................................................... 113 
Figure 56 : Niveau de sécrétion de la chimiokine KC dans la peau en fonction de différentes 

doses de plasma. n=6, Moyenne+/- SEM. ..................................................................................... 114 

Figure 57 : Déroulement de l’étude sur l’activation de NF-ĸB induite par le plasma ................. 115 
Figure 58 : Traitement par DBD d’une souris NF-ĸB-luc ............................................................. 116 

Figure 59 : Images de BLI représentatives de l’inflammation chez la souris avant, 2h et 6h après 

traitement par plasma. .................................................................................................................. 116 
Figure 60 : Évolution de l’activation de NF-ĸB après traitement plasma déterminé par BLI. N=8, 

moyenne +/-SEM, **p<0.01. .......................................................................................................... 117 

Figure 61 : Brûlure causée par le plasma au débit de dose 2kHz 36sec, 1 semaine post 
traitement. ..................................................................................................................................... 118 



  

 

Figure 62 : Suivi de l’activation de NF-ĸB par BLI après un traitement au plasma avec deux 

débits de dose différent (n=8, moyenne +/-SEM, p*<0.05). ........................................................ 119 

Figure 63 : Imagerie radiologique de positionnement du cathéter et imagerie ex vivo des 
poumons par BLI et FLI. ................................................................................................................ 121 

Figure 64 : Imagerie radiologique du positionnement du cathéter (a gauhe) et imagerie de BLI 

des poumons ex vivo (à droite). ....................................................................................................122 

Figure 65 : Induction de NF-ĸB au niveau pulmonaire 6h après traitement au LPS ou exposé à 
un flux de néon de 80 sccm. (Moyenne+/- SEM, n=5, p**<0.01) .................................................122 

Figure 66 : Traitement s’une souris au niveau pulmonaire avec le plasma Gun. ........................ 123 

Figure 67 : Imagerie radiologique du positionnement du cathéter (à gauche) et imagerie de BLI 
des poumons ex vivo après traitement plasma de 12 minutes (à droite). ................................... 124 

Figure 68 : Induction de NF-ĸB au niveau pulmonaire 6h après traitement au LPS ou exposé au 

plasma pendant 6 ou 12 min. (Moyenne+/- SEM, n=5, p**<0.01). .............................................. 124 
Figure 69 : Surface de nécrose (en%) dans les tumeurs CTRL et traités par plasma. (n=8, 

moyenne+/- SEM). ........................................................................................................................ 164 

Figure 70 : Nombre de cellules Ki67 positives après traitements plasma. (n=8, moyenne+/-
SEM) .............................................................................................................................................. 165 

Figure 71 : Effets d’une fraction de plasma in vivo sur la distribution des cellules dans le cycle 

cellulaire. (n=8, moyenne+/-SEM, *p<0.05 ; **p<0.01) ............................................................... 165 
Figure 72 : Viabilité cellulaire 24h après traitement à 3 débits de dose différents. A, image de 

BLI (H460) représentative des résultats obtenus avec les 3 lignées, tous les puits ont reçu la 

même dose mais en un temps différent. B, viabilité déterminée par BLI de la lignée U87MG. C, 
viabilité déterminée par BLI de la lignée HCT116. D, viabilité déterminée par BLI de la lignée 

H460. (n=6, moyenne+/-SEM, *p<0.05 ; **p<0.01) ..................................................................... 167 

Figure 73 : Induction d’apoptose sur la lignée H460 avec différents débit de dose. (n=8, 
moyenne+/-SEM, *p<0.05) ........................................................................................................... 168 

Figure 74 : DL50 des 3 lignées cellulaires 24h après traitement par DBD. (n=8, moyenne+/-SEM)

 ....................................................................................................................................................... 169 

Figure 75 : Viabilité cellulaire déterminé par BLI après un traitement de 10J/cm² de plasma. 
(n=8, moyenne+/-SEM) ................................................................................................................ 170 

Figure 76 : Photo du traitement d’un foyer tumoral par DBD. .................................................... 171 

Figure 77 : Suivi de la croissance tumorale par BLI avec ou sans traitement au plasma : le 
traitement a été effectué après une opération chirurgicale, sur la tumeur, à 200Hz pendant 8 

min (n=5) ....................................................................................................................................... 172 

Figure 78 : Suivi de l’activité tumorale par imagerie de BLI avec ou sans traitement plasma. 
(n=5, moyenne+/-SEM, *p<0.05 ; **p<0.01) .................................................................................. 173 

Figure 79 : Masse tumorale des tumeurs CTRL et Plasma, après sacrifice. ................................. 173 

Figure 80 : Effets de dose croissante de plasma sur la viabilité cellulaire. (n=7, moyenne+/-
SEM) ............................................................................................................................................... 175 

Figure 81 : Suivi par vidéo microscopie de l’effet de différentes doses de plasma sur la lignée 

HCT-116. ........................................................................................................................................ 176 
Figure 82 : Suivi de la prolifération des cellules tumorales par vidéo microscopie. (n=4, 

moyenne+/- SEM) .......................................................................................................................... 177 

Figure 83 : Photos représentatives des blessures réalisées lors des expérimentations en scratch 
test. ................................................................................................................................................ 179 



  

 

Figure 84 : Vitesse de cicatrisation déterminée à partir de l’aire des blessures. (n=4, moyenne 

+/- SEM, *p<0.05) ......................................................................................................................... 180 

Figure 85 : Distribution des cellules dans le cycle cellulaire en fonction des doses de plasma. 
(n=8, moyenne +/-SEM, **p<0.01) ................................................................................................ 181 

Figure 86 : Prolifération cellulaire 24h après traitement déterminée par incorporation de BrdU. 

(n=8, moyenne +/-SEM, **p<0.01) ................................................................................................ 181 

Figure 87 : Induction d’apoptose par le plasma gun sur la lignée HCT-116. (n=8, moyenne+/-
SEM, *p<0.05). .............................................................................................................................. 182 

Figure 88 : Photo du traitement d’une tumeur localisée du pancréas chez la souris avec le 

plasma gun. ................................................................................................................................... 184 
Figure 89 : Évolution de l’activité tumorale de tumeurs du pancréas déterminée par BLI. (n=8, 

moyenne +/- SEM, *p<0.05 et **p<0.01). ..................................................................................... 185 

Figure 90 : Masse des tumeurs des différents groupes de traitements à la fin de l’étude (J36). 
(n=8, moyenne +/-SEM, *p<0.05) ................................................................................................ 186 

Figure 91 : Traitement de carcinome colorectal avec le plasma gun. ......................................... 187 

Figure 92 : Suivie de la croissance tumorale par imagerie de BLI du groupe CTRL et du groupe 
PG. (n=6, moyenne +/-SEM, *p<0.05). ........................................................................................ 188 

Figure 93 : Imagerie de BLI d’une souris traitée au plasma (à gauche) et d’une souris CTRL (à 

droite) à J37. .................................................................................................................................. 189 
Figure 94 : Sensibilité des cellules aux ROS. Adapté de [122]. ................................................... 208 

 

  



  

 

LISTE DES TABLEAUX 

Tableau I : Caractéristiques des différentes morts cellulaires. Adapté de [31] ............................. 14 

Tableau II : Les thérapies ciblées approuvées par la FDA avec leurs indications et le taux de 
réponses, adapté de [67]. ................................................................................................................26 

Tableau III : Principaux PS possédant une AMM. Adapté de [84] ............................................... 30 

Tableau IV : Les différentes sources de plasma froid. Adapté d’après [217] ................................ 68 

Tableau V : Concentrations relatives des espèces chargées et neutres dans la phase gazeuse 
d’une DBD. Adapté d’après [218, 220] ............................................................................................70 

Tableau VI : Comparaison des intensités de radiation UV pour une exposition de 5 min entre 

entre le soleil et le plasma froid [217] .............................................................................................82 
Tableau VII: Équivalence d'une dose selon la fréquence et le temps ......................................... 166 

Tableau VIII : Principales mutations présentes dans les lignées utilisées ................................. 168 

Tableau IX : Principales mutations présentes dans les lignées utilisées. .................................... 175 
Tableau X : Mutations des différentes lignées. ............................................................................ 196 

  

  



  

 

LISTE DES ABREVIATIONS 

 

ADN  Acide DésoxyriboNucléique 

AMM Autorisation de Mise sur le Marché 

ANG 1 Angiopoietin 1 

APC Argon Plasma Coagulateur 

ARN Acide RiboNucléique 

ARNm  Acide RiboNucléique messager 

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated 

ATP Adénosine Tri-Phosphate 

BLI Bioluminescence 

CCD Charge Coupled Device 

c-FLIP Like Interleukin 1β converting enzyme Inhibitory Protein 

cIAPs Inhibitor of Apoptosis 

COX Cyclo Oxygénase 

CREB Cyclic AMP Response Element Binding Protein 

DBD Décharge à Barrière Diélectrique 

DMT Dose Maximale Tolérée 

DNase  DésoxyriboNucléase 

EGF Epidermal Growth Factor 

EGF-R   Epidermal Growth Factor Receptor 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 



  

 

ERK Extracellular signal Regulated Kinase 

FIH Facteur Inhibant HIF-1 

GSH Glutathion 

GSK3 Glycogen synthase kinase 3 

Gy Gray 

HE Hematoxylin Eosine 

HIF-1 Hypoxia Inducible Factor 

HRE Hypoxia Response Element 

i.p. Intra-péritonéal 

i.v. Intraveineux 

IAP Inhibitor of apoptosis 

IGF Insulin Growth Factor 

IGF2 Insulin Growth Factor 2 

IKK I-Kappa B Kinase 

IL Interleukin 

IR Radiations ionisantes 

IRM Imagerie par Résonance Magnétique 

IκB Inhibitor of Kappa B  

LET Énergie de transfert linéaire 

LPS Lipopolysaccharides 

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase 

MDM2 Mouse Double Minute 2 



  

 

MEK MAPK ERK Kinase 

MMP Matrix MetalloProteinase 

MPO Myéloperoxydase 

MRSA Méthicilline Résistant Staphylococcus Auréus 

mTOR Mammalian Target Of Rapamycin 

NAC N- Acétyl Cystéine 

NADPH Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate. 

NCI National Cancer Institute 

NEMO NF-κB Essential MOdulator 

NF-κB Nuclear Factor κB 

ODDD Oxygen Dependent Degradation Domain 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 

PDK Phosphoinositide Dependent protein Kinase 

PDT Thérapie PhotoDynamique 

PHD Prolyl HyDroxylase  

PI3K/Akt Phosphatidyl Inositol 3-Kinase/Akt 

PIP3 Phosphatidyl Inositol 3 Phosphate 

PKC Protein Kinase C 

PS Photosensibilisant 

PTEN Phosphatase and TENsin homolog 

pVHL Protéine de Von Hippel-Lindau 



  

 

Rb Retinoblastoma protein 

RNS Reactive Nitrogen Species 

ROS Reactive Oxygen Species 

RS Reactive Species 

RT Radiothérapie 

SCID Severe Combined ImmunoDeficiency 

SEM Erreur Standard à la Moyenne 

Ser Sérine 

SOD Superoxide Dismutase 

TA Température ambiante 

TEP Tomographie d’Émission de Positons 

TGF   Transforming Growth Factor  

TNFα Tumor Necrosis Factor α 

VEGF Vascular Epidermal Growth Factor 

 

 

 



  

 



  

 

 

 

 

 

 

 

AVANT-PROPOS



 Page 1 

 

Avant-propos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Au cours des dernières décennies, les découvertes et les innovations thérapeutiques se 

sont enrichies dans le domaine biomédical, en mettant à profit la recherche translationnelle 

qui se définit comme le chaînon manquant entre recherche fondamentale et recherche 

clinique. Elle doit assurer le lien entre une recherche fondamentale, essentielle à tout progrès, 

et une recherche clinique, se préoccupant du patient dans sa réalité complexe d’être humain, 

en développant les applications médicales à partir des connaissances les plus récentes. Cette 

recherche translationnelle, pour être efficace, doit nécessairement se développer en prenant en 

compte dès le départ les défis cliniques, afin de permettre un transfert rapide de la recherche 

vers le patient. Cet échange continu est d’ailleurs bidirectionnel entre les cliniciens et les 

chercheurs, de la recherche vers le patient et du patient vers la recherche (recherche 

translationnelle inverse) et qui est résumé en anglais par « From bench to bedside and 

back »).  

En oncologie, la recherche translationnelle a pour objectif de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques basées sur la pertinence d’hypothèses biologiques, le développement 

de nouvelles méthodes pour le diagnostic, ou la prévention du risque de cancer, ou encore de 

déterminer les bases biologiques d’une observation faite en clinique. 

 

Ceci a pour conséquences une amélioration du dialogue entre cliniciens et 

fondamentalistes, afin d’une part d’orienter la recherche fondamentale vers des problèmes 

pertinents au regard de la clinique, et d’autre part, de permettre aux cliniciens un accès 

efficace aux avancées les plus récemment acquises dans les laboratoires. 
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C’est dans ce contexte de recherche translationnelle qu’ont été effectués les travaux 

rapportés dans ce mémoire. Les expérimentations ont été réalisées dans le cadre du projet 

PlasMed (Plasma pour la Médecine) financé par la Région Centre et regroupant un 

consortium de deux laboratoires de recherche, deux partenaires industriels (INEL et 

GERMITEC) et un comité de cliniciens de deux CHR regroupés au sein d’un conseil médical.  

Les travaux de ce projet ont donc été réalisés principalement au sein de deux 

laboratoires de recherche complémentaires. 

- Le laboratoire GREMI « Groupe de Recherches sur l’Énergétique des Milieux 

Ionisés » est un laboratoire du CNRS et de l’université d’Orléans spécialisé dans le 

développement et la caractérisation des plasmas. Il a permis le développement des sources et 

la caractérisation des plasmas froids mises en œuvre dans le cadre de l’évaluation du plasma. 

- Le CIPA (Centre d’Imagerie du Petit Animal) de l’unité TAAM (UPS44 du 

CNRS) est une structure de service du CNRS dont la mission est de réponde aux besoins 

d’imagerie pour la communauté scientifique et de favoriser l’émergence de nouvelles 

stratégies thérapeutiques pour lesquelles l’imagerie peut constituer une ressource stratégique 

pour la recherche préclinique translationnelle. C’est au CIPA que les expérimentations portant 

sur l’évaluation de l’activité antitumorale du plasma froid ont été menées. 

- Toutes nos études ont été réalisées dans le cadre d’une recherche 

translationnelle encadrée par un dialogue avec les praticiens des CHR d’Orléans et de Tours 

pour conserver autant que faire se peut une pertinence clinique par rapport aux choix des 

cibles potentielles d’une stratégie thérapeutique par plasma froid et aux contraintes associées. 

 

Au cours de notre travail, nous nous sommes intéressés à l’intérêt du plasma froid, qui 

est un gaz ionisé possédant des propriétés extrêmement réactives, comme nouvel agent 

antitumoral, avec comme objectif à plus long terme d’évaluer l’intérêt de l’utilisation des 

plasmas froids dans le cadre du traitement de tumeurs accessibles par voie endoscopique 

comme les tumeurs coliques ou pulmonaires chez l’homme.  

Pour ce faire, nous avons évalué l’impact du plasma froid sur les cellules tumorales in 

vitro en termes de survie globale, mais également en terme d’interaction du plasma avec les 

différentes caractéristiques des cellules tumorales comme l’apoptose ou encore la 

prolifération. Après avoir réalisé des études préliminaires de tolérance indispensables dans le 

cadre de cette recherche préclinique, nous avons évalué l’efficacité antitumorale du plasma in 

vivo sur différents types tumoraux de la manière la plus prédictive possible vis-à-vis de 

l’homme.
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Chapitre 1 : Physiopathologie du cancer et traitements 

 

I. Caractéristiques des cellules tumorales 

 

La cancérisation des cellules est un processus multiétape progressif. La cellule va acquérir 

les capacités qui vont lui permettre de franchir les étapes la faisant passer de la cellule saine à 

cancéreuse. Cette transformation cellulaire est en partie la résultante d’altérations génétiques 

de la cellule qui, au cours des modifications cellulaires puis tissulaires, conduit à une large 

variété de types tumoraux. Il existe plus d’une centaine de cancers différents recensés et il est 

désormais acquis qu’un défaut de régulation de la prolifération et de l’homéostasie ne peut 

expliquer à lui seul cette large variété. Ce large catalogue de génotypes et phénotypes 

tumoraux peut être expliqué par six altérations physiologiques essentielles qui vont gouverner 

la transformation et le développement de la cellule tumorale [1]. Ces altérations, qui peuvent 

être distinctes ou complémentaires, sont les fondations solides de la compréhension de la 

biologie du cancer et sont aujourd’hui à la base du développement des nouvelles stratégies 

thérapeutiques [2]. Les différentes altérations sont présentées en figure 1 et seront détaillées 

par la suite.  

 

 
Figure 1 : Les altérations dans le processus de cancérisation cellulaire, d’après [2]. 
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A. Une auto-suffisance en facteurs de croissance 

 

Les cellules normales composant l’organisme sont pour la plupart à l’état de 

quiescence. La prolifération de ces cellules est strictement régulée selon les besoins pour 

garder une homéostasie du nombre de cellules. Cette régulation intervient via des facteurs de 

croissance diffusibles qui vont pouvoir déclencher dans la cellule réceptrice une activation de 

la prolifération, une progression dans le cycle cellulaire et au final une duplication de la 

cellule. En l’absence de ce type de signal, les cellules normales ne peuvent se multiplier [2].  

Une des caractéristiques fondamentales des cellules tumorales est liée à une capacité 

de prolifération chronique qui peut être acquise de différentes manières. La cellule tumorale 

est capable de produire elle-même les facteurs de croissance dont elle a besoin et par ce 

système, elle devient le maître de sa propre destinée. En parallèle, une diminution de la 

dépendance des cellules tumorales vis-à-vis des facteurs environnementaux est observée. 

L’autonomie en facteurs de croissance est la première des 6 altérations à être clairement 

définie. Cela s’explique par la prévalence importante des oncogènes qui sont capables de 

moduler cette fonction. Cette autonomie est expliquée en partie par les dérégulations 

suivantes [2]: 

- Une production de GF (Growth Factors – Facteurs de croissance) par la 

cellule elle-même 

- Une surexpression du nombre de récepteurs aux GF à la surface 

membranaire 

- Une altération des récepteurs aux GF (mutations, activation constitutive…) 

- Une activation constitutive des voies de signalisation en lien avec les 

récepteurs 

La famille des facteurs de croissance est composée de nombreuses molécules (Insulin Growth 

Factor ‘IGF’, Transforming Growth Factor ‘TGF’, Fibroblast Growth Factor ‘FGF’, …), 

mais un des facteurs les plus étudiés est l’EGF (Epidermal Growth Factor). L’EGF est un 

facteur de croissance capable de stimuler la prolifération cellulaire de manière importante via 

une fixation à son récepteur (EGF-R ou HER-2) (figure 2) [3]. L’EGF-R est un récepteur à 

activité tyrosine kinase surexprimé dans de nombreux cancers, c’est le cas dans 40 % des 

glioblastomes et il participe de manière importante à la prolifération incontrôlée de ces 

tumeurs [3]. Ce récepteur transmembranaire comprend trois domaines : un domaine 
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extracellulaire possédant un domaine de fixation du ligand (EGF et TGFα), un domaine 

transmembranaire et un domaine intracellulaire possédant un domaine à activité tyrosine 

kinase. Les ligands peuvent se fixer sur le domaine extracellulaire provoquant ainsi la 

dimérisation du récepteur. Cela conduit à une phosphorylation réciproque entre les différentes 

tyrosines kinase du récepteur, entraînant la transduction du signal via principalement la voie 

Ras/MAPK et la voie PI3K/Akt [3]. Une régulation par rétrocontrôle négatif des voies de 

signalisation permet d’assurer le fonctionnement optimal de la signalisation intracellulaire. Un 

défaut dans cette régulation peut conduire à une activation constitutive de la signalisation de 

prolifération. Par exemple la mutation de ras est rapportée dans plus de 25% des cancers [2]. 

La protéine PTEN qui est une protéine intervenant dans la déphosphorylation de PI-3K est 

également non fonctionnelle dans une grande majorité de cancer [4]. 

 

 
Figure 2 : Voie de signalisation schématisée de l’EGF-R. Adapté d’après [3]. 

 

La perte de fonction de ces protéines est principalement liée à la présence de mutations 

somatiques dans le génome. Au total, environ 1,6% des 22 000 gènes fonctionnels du génome 

humain présentent des mutations somatiques récurrentes dans le cancer [4].  
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B. Insensibilité aux signaux antiprolifératifs 

En parallèle des facteurs de croissance maintenant une prolifération incontrôlée des 

cellules, l’ensemble des mécanismes qui régulent négativement la prolifération cellulaire va 

être contourné [2]. Une grande partie de ces mécanismes sont sous le contrôle de gènes 

suppresseurs de tumeurs. Il en existe plus d’une douzaine décrits dans la littérature parmi 

lesquels p53 et pRb [2]. L’inactivation de ces gènes conduit obligatoirement à une 

dérégulation cellulaire en particulier au niveau des mécanismes de survie ou de mort 

cellulaire. La protéine pRB (protéine du rétinoblastome) a été découverte comme gène 

suppresseur intervenant principalement dans la régulation du cycle cellulaire, notamment en 

provoquant un arrêt des cellules en phase G1 [5]. En son absence, la cellule a la capacité de 

progresser dans le cycle cellulaire sans contrôle conduisant à une prolifération incontrôlée. 

Cette protéine est particulièrement impliquée dans l’initiation des cancers. Par exemple dans 

le cadre du cancer du col de l’utérus, il a été découvert que l’infection de cellules par le 

papillomavirus (HPV) est impliquée dans l’apparition de ce cancer. Le HPV va induire la 

cancérisation de la cellule en inactivant par séquestration pRB avec les oncoprotéines E7 du 

virus [6]. Un mécanisme similaire est suggéré dans le cadre des tumeurs du foie induites par 

les virus (comme l’hépatite C) [7]. pRB est également retrouvé comme inactivé dans plus de 

90% des carcinomes à petites cellules du poumon [8]. Il est maintenant établi que pRB ne 

possède pas uniquement un rôle dans la progression du cycle cellulaire mais également dans 

d’autres processus comme l’angiogenèse, la métastasie, l’instabilité génomique et la mort 

cellulaire [5].  

 P53 est le gène suppresseur de tumeur le plus étudié en oncologie depuis sa 

découverte, il y a plus de 30 ans. Il est impliqué dans les processus de réponse aux stress en 

permettant un arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et la sénescence. L’activation de p53 peut 

résulter de nombreux facteurs comme l’hypoxie, le stress oxydatif ou encore de dommages a 

l’ADN [9]. Il permet alors en induisant l’expression de gènes bien spécifiques d’adapter la 

réponse en fonction du stress et de protéger la cellule en empêchant la prolifération tout en 

maintenant l’intégrité du génome [10]. Par exemple, une induction de p53 a été décrite après 

radiothérapie [11]. Cette induction est liée aux dommages induits par les radiations avec la 

survenue de cassures simple et double brins. Les dommages induisent un recrutement de 

H2AX qui va activer les protéines ATM et ATR qui vont phosphoryler la protéine p53 et 

permettre son accumulation. P53 va alors transcrire les gènes cibles en réponse à ces 
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dommages et en particulier en induisant une apoptose radio-induite [12]. La perte de la 

fonctionnalité de p53 se traduit ainsi par une chimio et radiorésistance [13, 14]. La présence 

de la mutation de p53 est généralement associée à une diminution du taux de contrôle local de 

la tumeur [15], comme dans les cancers ORL, où une mutation de p53 est retrouvée dans 60% 

des cas [16]. De ce fait, la détection de mutations de p53 a été proposée comme facteur 

pronostique [17]. 

 Les mutations de type p53 ou pRB conduisent à la prolifération cellulaire incontrôlée. 

Ce phénomène est caractérisé par une division cellulaire importante et, donc un cycle 

cellulaire aberrant [18]. Les cellules normales ne se divisant que très peu, elles sont pour la 

plupart en dehors du cycle cellulaire en phase de quiescence G0. La progression dans le cycle 

cellulaire dans les quatre phases qui le composent est régulée par des cyclines. Cela permet 

d’aboutir à la phase S, où a lieu la réplication de l’ADN puis à la phase M, qui correspond à la 

division cellulaire en deux cellules filles (figure 3).  

 

 

 
Figure 3 : Les phases du cycle cellulaire. Adapté de [18]. 

 

La progression dans le cycle cellulaire d’une phase à l’autre est, normalement, 

strictement régulée par des senseurs appelés « checkpoints » qui permettent de limiter la 

prolifération. Les checkpoints permettent de vérifier et de prévenir des aberrations dans le 

cycle [19]. La perte des points de contrôle est régulièrement rencontrée dans le cadre des 

cellules tumorales. Par exemple, la perte de pRB entraîne, via une dérégulation de la protéine 

E2F, un passage des cellules de la phase G1 à S de manière indépendante de la présence de 

mitogènes [20]. Les signaux de prolifération conduisent également à cette activité accrue du 

cycle cellulaire (Ras-Raf-MAPK ou PI3K-Akt).  
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Dans une cellule normale, lorsque le senseur détecte des cassures dans l’ADN, le 

checkpoint induit un arrêt du cycle cellulaire jusqu’à la résolution du problème ou déclenche 

l’apoptose pour éliminer la cellule [21]. Lors de dommage à l’ADN, la protéine H2AX va être 

recrutée sur le site de la liaison et va induire une cascade de signalisation impliquant de 

nombreux facteurs dont p53, ce qui va conduire à des arrêts dans le cycle cellulaire (figure 4). 

 
Figure 4 : Schéma simplifié des effets de cassures double brins de l’ADN sur le cycle cellulaire. 

Adapté de [21]. 

 

Le taux de prolifération des cellules tumorales est également un biomarqueur pouvant 

servir en clinique comme facteur pronostique. Par exemple, dans le cancer du sein en utilisant 

le marqueur de prolifération de référence Ki-67, il a été démontré que les phénotypes 

tumoraux possédant un taux élevé de prolifération entraînait un nombre plus important de 

rechute [22]. Compte tenu de l’importance du cycle dans la division cellulaire, de nombreuses 

thérapies utilisent les différentes phases comme cible. C’est le cas des inhibiteurs de topo-

isomérase comme l’irinotécan ou des agents alkylants comme le cisplatine qui affectent la 

phase de S de réplication de l’ADN [18].  
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C. Invasion et métastases 

Les métastases sont responsables de la plupart des décès liés au cancer [23]. La 

métastasie est un processus multiétape impliquant (figure 5): 

- Une invasion locale du stroma 

- Un détachement et une embolisation de cellules tumorales dans les vaisseaux 

sanguins et lymphatiques adjacents. 

- La circulation de ces cellules dans les vaisseaux 

- La survie et un arrêt des cellules tumorales dans un capillaire 

- Une extravasion des cellules avec des mécanismes similaires à l’invasion 

locale 

- La prolifération des cellules tumorales dans le parenchyme de l’organe 

- La mise en place d’une vascularisation 

 

 

Figure 5 : Les étapes de la métastasie [23] 
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La première étape repose sur la capacité d’invasion des cellules dans le stroma et leur capacité 

à se retrouver dans la lumière des vaisseaux. La cellule tumorale met en place un programme 

appelé la transition épithélio mésenchymateuse [24]. Cela implique un remodelage du 

cytosquelette, une modification des interactions intercellulaires, des interactions avec la 

matrice extra-cellulaire (MEC) sous-jacente et une dégradation de cette MEC par des 

protéases. Les cellules, via une modification de l’expression génique, sont capables de rompre 

leurs interactions cellule – cellules et cellule - matrice extracellulaire. Par exemple, la 

diminution de l’expression de la cadhérine E, qui est une molécule d’adhésion, est souvent 

associée à ce type d’altération [25]. Le changement d’expression des intégrines est également 

associé aux capacités d’invasion des cellules. Pour finir, les cellules tumorales doivent 

franchir la lame basale. Cette étape nécessite une dégradation de la lame basale par des 

enzymes protéolytique en particulier les métalloprotéinases (MMP) [23]. Une augmentation 

de la production de MMP par les cellules tumorales est en général associée au pouvoir 

métastatique des cellules tumorales [25].  

Les cellules vont ensuite devoir survivre dans la circulation sanguine ou lymphatique et vont 

alors s’arrêter dans un organe distant suivant le tropisme qu’elles possèdent. En effet, les 

cellules tumorales circulantes vont coloniser et former des métastases dans un organe 

spécifique en fonction des caractéristiques tumorales initiales. Les cellules tumorales vont 

former des sites appelés micro métastases qui sont capables de rester en dormance puis de 

proliférer et former une nouvelle tumeur. Cette dormance est liée en grande partie à 

l’incompatibilité des cellules tumorales avec leur nouvel environnement, et à leur incapacité à 

exprimer les molécules d’adhésion comme les FAK (focal adhésion kinase) ou les intégrines 

[25].  

 

 

D. Une réplication illimitée 

Pour former une masse tumorale importante à partir de quelques cellules possédant les 

mutations lui donnant des capacités tumorales, il faut que ces cellules possèdent un potentiel 

de réplication important et illimité. Cette capacité est à opposer à la plupart des cellules 

humaine qui possèdent un nombre de réplication défini, c’est-à-dire un nombre limité de 

divisions et de croissance. Ce phénomène est particulièrement visible si l’on s’intéresse aux 

cellules in vitro. Les cellules vont se diviser pendant un certain nombre de passages, puis vont 

entrer en sénescence et finalement la population va mourir. La protection de l’extrémité des 
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chromosomes par les télomères est principalement impliquée dans ce phénomène. À chaque 

division cellulaire, la longueur des télomères diminue. Cette longueur permet de déterminer 

combien de générations successives la cellule sera capable de donner avant que les télomères, 

devenant trop courts, ne remplissent plus leurs fonctions de protection et provoquent une 

entrée de la cellule en sénescence [26]. 

Dans le cas des cellules tumorales, la télomérase, une enzyme capable d’ajouter des 

fragments de télomère est présente dans plus de 90% des cas, alors qu’elle est absente dans les 

cellules normales [2]. C’est la présence de la télomérase qui permet ainsi la réplication 

illimitée des cellules tumorales. Il apparaît d’autre part que la télomérase possède d’autres 

fonctions comme la stimulation de la prolifération cellulaire ou encore la résistance à 

l’apoptose [27]. 

 

 

E. Résistance à l’apoptose 

L’échappement à l’apoptose est une des caractéristiques importantes des cellules 

tumorales. L’apoptose est un processus de maintien de l’homéostasie cellulaire qui permet de 

réguler le nombre de cellules et d’orienter celles présentant des dysfonctionnements vers la 

mort cellulaire. L’apoptose peut ainsi être qualifiée de « barrière » au développement du 

cancer [28, 29]. Cette résistance à l’apoptose est également impliquée dans la résistance aux 

thérapies anti-tumorales [30]. La compréhension de ces mécanismes de résistance est donc 

particulièrement importante pour le développement de nouvelles stratégies visant à induire la 

mort des cellules tumorales.  

L’apoptose n’est pas le seul type de mort cellulaire existant, il existe d’autres types 

comme la sénescence, la nécrose, ou encore l’autophagie (TABLEAU I) [31].  
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Tableau I : Caractéristiques des différentes morts cellulaires. Adapté de [31] 

 

 

Au cours de la nécrose, il y a un relargage du contenu intracellulaire dans le milieu 

environnant conduisant à une réponse inflammatoire avec activation des phagocytes et 

leucocytes. Ce type de mort a souvent été considéré comme un processus accidentel et non 

contrôlé, contrairement à l’apoptose. Néanmoins, il apparaît que dans certaines circonstances, 

le processus nécrotique est contrôlé de manière précise. Il pourrait être mis en place comme 

une mort alternative lorsque les processus apoptotiques sont inhibés et ainsi jouer un rôle 

important dans la réponse aux thérapies [32].  

L’ autophagie représente une alternative à l’apoptose qui est une réponse mise en 

place en cas de stress cellulaire et surtout en cas de déficience en nutriments. Il s’agit d’un 

recyclage des composants cellulaires qui utilise des lysozymes pour les besoins énergétiques 

prioritaires de la cellule.  

La catastrophe mitotique est mise en place par la cellule lorsque celle-ci est soumise 

à une mitose aberrante. Par exemple, le paclitaxel induit une ségrégation anormale des 

chromatides sœurs durant la métaphase en intervenant sur les microtubules, ce qui conduit au 

déclenchement de la mort cellulaire par catastrophe mitotique [31]. 

 

Au cours de l’apoptose, la membrane plasmique garde son intégrité cytoplasmique 

(par opposition à l’explosion que représente la nécrose), mais subit des modifications comme 

l’externalisation des phosphatidylsérines qui permet d’envoyer un signal aux cellules 

phagocytaires voisines. Au niveau intracellulaire, il y a un clivage de protéines intracellulaires 

dont les protéines de l’apoptose proprement dites. Ces protéines sont des enzymes appelées 
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caspases qui permettent de réguler le déclenchement de l’apoptose. Pour cela, elles sont 

présentes dans le cytoplasme sous forme de proenzymes inactives. Les 14 caspases recensées 

se classent en deux catégories, les caspases activatrices (caspase 8, 9, 10, …) et les caspases 

effectrices (caspase-3, 6, 7, …). Les caspases activatrices sont responsables de l’activation 

d’une cascade protéolytique et agissent en clivant les caspases effectrices [33]. Ces caspases 

effectrices vont être à l’origine de l’exécution de l’apoptose et du clivage de la plupart des 

protéines intracellulaires [33].  

La mitochondrie joue un rôle central dans le processus apoptotique (voie intrinsèque), 

via la perméabilisation de sa membrane libérant des protéines, dont le cytochrome C, qui vont 

activer les caspases. La perméabilisation de la membrane est sous le contrôle de protéines 

anti-apoptotiques (dont Bcl-2 et Bcl-xl) et de protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak, …). En 

réponse à un stress, il y a un déséquilibre des facteurs pro et anti-apoptotiques conduisant à la 

perméabilisation de la mitochondrie. Durant cette perméabilisation, on observe également une 

libération d’IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein), qui sont identifiés comme des inhibiteurs de 

caspases. Les IAP à l’état physiologique permettent donc la régulation de l’apoptose. Dans le 

cas des cellules tumorales, une surexpression d’IAP est parfois observée et correspond à 

l’inhibition de l’apoptose. Il en est de même pour les protéines anti-apoptotiques comme Bcl-

2, pour lesquelles une surexpression est régulièrement observée [2]. Une autre voie de 

l’apoptose, appelée voie extrinsèque, fait intervenir des récepteurs à domaine de mort qui sont 

exprimés naturellement à la surface des cellules. L’apoptose est alors déclenchée après 

fixation de ligand sur ces récepteurs, comme par exemple le TNF et Fas-L.  

La plupart des thérapies anti-tumorales, lorsqu’elles induisent de l’apoptose, utilisent 

la voie intrinsèque. Par exemple, lorsque qu’une thérapie provoque des dommages à l’ADN, 

ceux-ci sont détectés puis induisent l’activation de p53 entraînant un arrêt du cycle cellulaire. 

Si les dommages sont irréparables, p53 active le programme apoptotique impliquant 

l’expression et la régulation d’un nombre important de protéines dont l’activation de Bid puis 

de Bax. Lorsque p53 est mutée, la voie apoptotique est altérée et la cellule réplique plus 

facilement un ADN endommagé [34].  
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Figure 6 : Signalisation extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose [35] 

 

 

F. Une induction de l’angiogenèse 

La prolifération tumorale est à la fois contrôlée par les mécanismes intracellulaires que 

l’on vient de détailler mais également par ses interactions avec son environnement. Dans un 

tissu normal, le métabolisme de la tumeur nécessite un apport en nutriments et oxygène ainsi 

que l’évacuation des résidus métaboliques et du CO2. Folkman, en 1971, a été le premier à 

émettre l’hypothèse que sans ce développement angiogénique, la croissance tumorale au delà 

d’un volume de quelques millimètres de diamètre était impossible [36]. Le passage d’une 

tumeur en phase latente à une tumeur agressive est lié au développement d’une 

néovascularisation : on parle de switch angiogénique. Ce passage est lié à un déséquilibre des 

facteurs pro et anti-angiogéniques et la diffusion de ces facteurs depuis la tumeur vers le 

microenvironnement (figure 7) [37].  
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Figure 7 : Le switch angiogénique, déséquilibre des facteurs pro et anti angiogénique [38]  

 

Le facteur le plus impliqué est le VEGF (Vascular Endothelium Growth Factor), 

molécule pro angiogénique indispensable à la mise en place de ce processus majeur [36, 37]. 

D’une façon générale, l’ensemble de ces facteurs responsables du switch angiogénique est 

régulé via des voies signalisation spécifiques mais est également sous le contrôle de la 

présence d’oxygène. Cette régulation par la présence en oxygène est liée à l’activité du facteur 

de transcription HIF-1.  

Le gène de HIF-1α est constitutivement exprimé dans tous les organes [39] et la 

régulation de la protéine HIF-1α se fait essentiellement au niveau traductionnel. Ainsi, la 

quantité dans le cytoplasme et la capacité de transactivation de HIF-1 dépendent de manière 

importante de la concentration en oxygène dans le milieu. En condition d’oxygénation 

normale (pO2>40 mmHg ; 5 % d’O2), la protéine HIF-1α est hydroxylée sur deux résidus 

proline (402 et 564) situés dans le domaine ODD par des prolyl hydroxylases (PHD 1-3) qui 

ont besoin d’oxygène pour fonctionner, puis subit une acétylation par une acétyltransférase 

ARD1. Ces modifications permettent la reconnaissance avec la protéine pVHL de HIF-1α, ce 

qui déclenche l’ubiquitinylation de cette dernière et sa dégradation par le protéasome [40].  

FIH-1 (facteur inhibant HIF-1) est une enzyme utilisant l’oxygène comme substrat. En 

présence d’oxygène, elle hydroxyle le domaine C-TAD de HIF-1α, empêchant ainsi 
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l’interaction de HIF-1α avec son coactivateur CBP/p300 et prévenant l’expression de ses 

gènes cibles [39]. 

En situation hypoxique, HIF-1α n’est plus dégradée par le protéasome et peut être 

transloquée dans le noyau où elle s’hétérodimérise avec HIF-1β. L’hétérodimère ainsi formé 

reconnaît une séquence HRE (Hypoxia Response Element) présente sur les promoteurs des 

gènes cibles, dont plus de 70 ont déjà été décrits, et qui sont impliqués dans de nombreux 

mécanismes tels que : 

- l’angiogenèse : VEGF, ANG 1… 

- le métabolisme : les transporteurs du glucose (GLUT-1 et GLUT-3)… 

 

Des auteurs ont démontré que la surexpression de HIF-1α est associée à un mauvais 

pronostic dans de nombreux cancers, en particulier dans les gliomes où son expression peut 

être associée au grade, à la microdensité vasculaire et à la survie [41, 42]. Dans les gliomes, 

l’expression élevée de HIF-1α, détectée par immunohistochimie, ne peut pas être expliquée 

par l’hypoxie seule. De nombreuses altérations génétiques, comme par exemple la délétion de 

PTEN, la perte de la protéine pVHL ou les altérations de p53 [43], augmentent son niveau 

basal d’expression. De même, l’activation constitutive de voies de signalisation comme celle 

de l’EGF-R conduit à l’induction de HIF-1α. Cette induction survient tant au niveau 

transcriptionnel qu’au niveau traductionnel. En effet, des cascades de signalisation 

intracellulaire conduisent à l’augmentation de la synthèse d’ARNm de HIF-1α [44], dont la 

traduction peut également être augmentée sous la stimulation indirecte de Akt. L’activité 

transactivatrice de HIF-1 est également sous la dépendance de la voie des MAPK qui 

phosphorylent le coactivateur CBP/p300 [45]. L’ensemble de ces mécanismes joue un rôle 

prépondérant dans l’induction de HIF-1 en situation tumorale et est susceptible de mener à la 

saturation de son système de dégradation [44].  

 

L’angiogenèse est un processus indispensable pour le développement tumoral, le 

développement et la mise en œuvre de nouvelles thérapies ciblant les processus angiogéniques 

semblent prometteur dans ce cadre. Il apparaîtrait ainsi que les thérapies anti-angiogéniques 

conduisent à une hiérarchisation/normalisation de la vascularisation tumorale, permettant de 

lutter contre l’hypoxie tumorale qui constitue un facteur majeur d’échec en réponse aux 

thérapies antitumorales (figure 8).  
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Figure 8 : Normalisation des vaisseaux sous traitement anti-angiogénique [46] 

 

D’une manière générale, la résistance des cellules tumorales aux traitements actuels 

est lié à la vascularisation anormale de la tumeur qui induit une faible pénétration des 

molécules cytotoxiques au sein de la tumeur, un faible taux de dioxygène qui intervient dans 

les processus oxydants et un métabolisme cellulaire particulier (i.e. expression de HIF-1) [46].  

 

 

G. Émergences de nouveaux marqueurs 

 

L’ordre d’apparition des dérégulations précédemment énuméré n’est pas défini et ne 

correspond pas obligatoirement à l’ordre d’apparition dans le texte. De plus, une mutation 

peut conférer à elle seule une dérégulation de plusieurs paramètres, par exemple une capacité 

de prolifération et de résistance à l’apoptose. Parmi l’ensemble des marqueurs détaillés, de 

nouveaux marqueurs font leur apparition comme l’échappement au système immunitaire, 

l’inflammation, l’instabilité génomique ou le dérèglement du métabolisme cellulaire [2]. Par 

ailleurs, la tumeur est constituée de cellules extrêmement hétérogènes, et ces dernières années 

un nouveau type cellulaire a fait son apparition dans la discussion : les cellules souches 

tumorales [47]. Ces cellules sont caractérisées par des marqueurs cellulaires proches des 

cellules souches du tissu d’origine et possèdent la capacité à elles seules de former une 

nouvelle tumeur. En effet, ces cellules souches après isolement de la tumeur sont capables 

lorsqu’elles sont implantées en très faible nombre chez la souris de recréer toute 

l’hétérogénéité tumorale initiale [47]. Cela implique donc qu’un traitement antitumoral ne 

pourra éliminer la tumeur que si les cellules souches tumorales sont elles mêmes tuées [48]. 

L’implication des cellules souches tumorales dans la rechute chez le patient est de plus en 
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plus décrite [49], ce qui semble montrer qu’elles sont plus résistantes aux thérapies que les 

autres cellules tumorales. La méthode d’évaluation des nouvelles thérapies (qui sera 

développée en chapitre 2) se base sur des retards de croissance tumorale n’est donc plus 

forcément aussi pertinente [50], l’effet du traitement sur les cellules souches tumorales étant a 

priori  un paramètre important à évaluer [51]. En revanche, les critères d’isolement et 

d’identification de ces cellules sont à ce jour largement discutés dans la littérature et aucun 

consensus n’existe pour inclure ce nouvel aspect dans l’évaluation des nouvelles thérapies 

anti-tumorales. 
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II. Stratégies thérapeutiques 

 

La prise en charge de première intention des pathologies tumorales repose sur la 

chirurgie, suivie d’un traitement par chimiothérapie dans la plupart des cas.  

Les différentes thérapeutiques utilisées dans le traitement des tumeurs reposent sur un 

panel important de molécules ou encore de stratégies in situ, mais l’ensemble de ces 

stratégies, bien qu’efficace dans certaines situations, ne permet pas de résoudre le manque de 

contrôle tumoral rencontré dans les autres. Les premières chimiothérapies développées il y a 

maintenant plus de 60 ans, sont encore couramment utilisées, comme par exemple les agents 

alkylants. D’autres molécules plus récentes sont arrivées par la suite comme les 

antimétabolites qui permettent de bloquer la synthèse d’ADN.  

Enfin, depuis une dizaine d’années, un nouveau type de thérapies dites ciblées est venu 

en complément des chimiothérapies plus conventionnelles. Ces thérapies ciblées sont 

développées en se basant sur la biologie des tumeurs et visent à contrecarrer des altérations 

particulières (par exemple l’angiogenèse), tout en tentant de limiter les effets secondaires et 

améliorer l’efficacité. Avec l’ensemble de ces stratégies, la mortalité par cancer diminue 

régulièrement et les nouvelles molécules permettent de gagner en survie dans les cancers du 

sein, du colon, du poumon, …, les prescriptions s’appuyant désormais de plus en plus sur des 

diagnostics moléculaires de la tumeur conduisant à une médecine personnalisée pour le 

patient.  

Dans cette partie vont être développées les principales chimiothérapies utilisées et 

leurs modes d’action, puis l’utilisation de traitements in situ comme la thérapie 

photodynamique ou la radiothérapie.  

 

A. La chimiothérapie 

1. Généralités 

Les chimiothérapies sont classées en catégories selon leur mode d’action sur la cellule. 

Elles peuvent être classées en 5 catégories majeures : 

- Les agents alkylants (cisplatine, carboplatine, …) 

- Les antimétabolites (gemcitabine, fluorouracil, …) 

- Les inhibiteurs de topo-isomérases de classe I/II (topotecan, étoposide, …) 

- Les anti-mitotiques (paclitaxel, vinblastine, …) 

- Les thérapies ciblées (gefitinib, bevacizumab, …) 



 Page 22 

 

 

Les agents alkylant les plus utilisés sont le plus souvent à base de sels de platine et 

sont proposés dans de nombreux cas en première ligne de traitement. Leurs mécanismes 

d’action reposent sur l’alkylation de l’ADN ou de protéines (transfert de manière covalente de 

groupements alkyles) [52]. L’action des sels de platine peut aller de la formation de mono-

adduit sur l’ADN, à des pontages intra ou inter-brin ou encore des pontages ADN protéines 

(figure 9).  

 

 
Figure 9 : Structure des différents adduits de platines sur l’ADN [52]  

 

Ces adduits ainsi formés ont un effet cytotoxique important en interférant avec les 

processus essentiels comme la réplication ou la transcription de l’ADN [53]. Dans un second 

temps, un ensemble de mécanismes de détection et réparation des dommages de l’ADN se 

mettent en place. Ceux-ci impliquent généralement l’activation de p53 qui provoquera un 

arrêt du cycle cellulaire en phase S et G2/M via la protéine p21 puis l’apoptose enclenchée 

par l’activation des caspases (figure 10) [54]. Bien que le cisplatine soit un puissant inducteur 

d’apoptose, des phénomènes de résistance peuvent apparaître au cours des traitements. Ils 

sont la résultante d’une surexpression des protéines de réparation de l’ADN, de la diminution 

de la concentration intracellulaire en platine, d’un dysfonctionnement de la protéine p53 ou 

encore d’une suractivation de la voie PI3K/AKT qui exerce un contrôle négatif sur p21 

empêchant les arrêts dans le cycle [54]. 
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Figure 10 : Effets du cisplatine au niveau cellulaire [54]. 

 

 

Les antimétabolites comme le 5-Fluorouracile ou le méthotrexate sont largement 

utilisés, mais de nouvelles molécules ont fait leur apparition et se sont imposées, comme la 

gemcitabine. Ils se définissent comme des interférents avec la synthèse des constituants de 

l’ADN. Ainsi, il s’agit généralement d’analogues structuraux des bases de l’ADN ou des 

coenzymes foliniques [55]. Cela va conduire à une diminution de la synthèse d’ADN donc à 

un arrêt de la prolifération. De plus certains antimétabolites peuvent s’intégrer dans l’ADN 

provoquant alors une mort cellulaire par apoptose [56]. 

Parmi, les antimétabolites on peut citer la gemcitabine. Il s’agit d’un analogue 

pyrimidique qui entre en compétition avec la déoxycytidine et dont l’action principale est 

l’inhibition de la synthèse de l’ADN et une induction de l’apoptose cellulaire [57, 58]. Il 

s’agit d’une prodrogue dont l’activation est intracellulaire et après un transport membranaire, 

elle est phosphorylée par différentes kinases. Trois métabolites actifs sont alors formés 

(gemcitabine mono, di ou triphosphates), la gemcitabine triphosphate pouvant entrer en 

compétition avec le déoxycytidine triphosphate (dCTP) pour s’incorporer à l’ADN. Cette 

incorporation dans les brins d’ADN est favorisée par la gemcitabine diphosphate qui diminue 
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la concentration cellulaire en dCTP par inhibition de la ribonucléotide réductase (RR). Une 

fois la gemcitabine triphosphate incorporée, l’ADN ne peut être réparé, la cellule s’engage 

alors dans un processus de mort par apoptose [59].  

Un des mécanismes de résistance à la gemcitabine est lié à la baisse de sa 

concentration intracellulaire mais également à une augmentation de l’activité de la RR qui 

empêche l’incorporation de la gemcitabine dans l’ADN [60]. 

 

Les inhibiteurs de topo-isomérase I et II, comme le topotecan, l’irinotécan, ou la 

doxorubicine (topo II) ciblent une enzyme intervenant dans les processus de réplication et de 

transcription de l’ADN : la topo isomérase. Cette enzyme intervient plus particulièrement 

dans la ségrégation des chromosomes et est impliquée dans la recombinaison et/ou la 

réparation de l’ADN [61, 62].  

L’irinotécan est une prodrogue, sa forme active est le métabolite SN38, qui va entrer 

en interaction au niveau cellulaire avec le complexe TopoI-ADN et présente une cytotoxicité 

phase S spécifique. Le complexe TopoI – irinotécan – ADN n’est pas létal en soit mais c’est 

la collision de ce complexe avec la fourche de réplication qui conduit à des cassures doubles 

brins de l’ADN. Ces cassures induisent un arrêt irréversible du cycle cellulaire et une mort par 

apoptose des cellules [63]. 

 

Les anti-mitotiques empêchent la mitose cellulaire. La plupart des molécules se lient 

à la tubuline ou aux microtubules, modifiant la dynamique microtubulaire et/ou l’état de 

polymérisation. Les microtubules jouent plusieurs rôles importants dans la prolifération et la 

migration des cellules eucaryotes ainsi que dans la signalisation et le trafic intracellulaire [64]. 

Ils sont également impliqués dans la formation du fuseau mitotique intervenant dans la mitose 

[64].  

Parmi les anti-mitotique, on peut citer la vinblastine qui est un agent anti-mitotique, il 

se fixe à la sous unité β de la tubuline, inhibant ainsi la dynamique des microtubules. Les 

chromosomes ne sont alors plus capables de progresser en vue de la division et sont en arrêt 

mitotique conduisant à une mort cellulaire par apoptose. La vinblastine peut également 

provoquer une apoptose via un effet sur p53 et p21 [65]. 

 

Le développement des thérapies ciblées repose sur l’identification d’altérations 

moléculaires et/ou de dérèglements des voies de signalisation. Différentes classes existent, 

comme les inhibiteurs d’activité kinases (imatinib, gefinib, …), ou les anticorps 
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thérapeutiques (bevacizumab, cetuximab, …). Les récepteurs à activité tyrosine kinase dont 

fait partie l’EGF-R sont impliqués dans la prolifération cellulaire. Des inhibiteurs spécifiques 

de ces activités tyrosines kinases ont été développés, comme le gefitinib [66]. D’autres 

caractéristiques comme l’angiogenèse peuvent être ciblées avec des inhibiteurs du VEGF tel 

que le bevacizumab. Le Tableau II présente les principales molécules de thérapie ciblée 

approuvé par la FDA [67]. C’est sur le développement de ces nouvelles stratégies que se 

concentre aujourd’hui une grande partie des efforts de recherche. 

Le fonctionnement du gefitinib, qui est un inhibiteur d’activité tyrosine kinase, repose 

sur le blocage spécifique de l’activité tyrosine kinase du récepteur à l’EGF en se liant au site 

ATP (Adénosine TriPhosphate) du récepteur empêchant ainsi son autophosphorylation. Cela 

induit le blocage des voies de signalisation de l’EGF-R, c'est-à-dire la voie PI3K et les 

MAPK. Cette liaison s’effectue de manière réversible, ce qui signifie que la croissance 

tumorale est inhibée tant que les cellules sont exposées [68]. Cet effet ne résulte pas 

seulement du blocage de la prolifération cellulaire mais joue sur d’autres mécanismes comme 

l’apoptose, l’angiogénèse, ou la réparation de l’ADN (figure 11) [69]. En effet, la voie 

PI3K/Akt étant une voie centrale de régulation, des facteurs de transcription tels que NF-κB 

ou HIF-1 peuvent être modulés par le gefitinib [70]. 

 

 
Figure 11 : Effets du gefinitib sur la voie de l’EGF-R, adapté de [3]. 
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Tableau II : Les thérapies ciblées approuvées par la FDA avec leurs indications et le taux de 
réponses, adapté de [67]. 
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Dans le cadre du traitement de tumeurs, les chimiothérapies sont rarement utilisées 

seules mais en combinaison afin d’augmenter l’efficacité des traitements. A l’heure actuelle, 

les deux types tumoraux les plus fréquents dans le monde sont le cancer du poumon et le 

cancer colorectal [71]. Nous allons détailler les standards chimiothérapeutiques dans ces deux 

pathologies.  

 

2. Les chimiothérapies dans le cancer du poumon 

Le cancer du poumon est un des cancers les plus meurtriers dans le monde avec plus 

de 1 million de décès par an. Il reste une forme de cancer à forte incidence avec 338 000 

nouveaux cas par an en France [71] et il est de très mauvais pronostic, son taux de survie à 5 

ans étant inférieur à 10% en Europe [72]. La raison est principalement une détection tardive 

qui fait que seuls 20 à 30% des patients sont éligibles à la chirurgie et après chirurgie, les 

deux tiers des patients rechutent [73]. 

Le cancer du poumon ou cancer bronchique se développe le plus souvent à partir des 

cellules des bronches, il existe deux grands types de cancers bronchiques : les cancers 

bronchiques non à petites cellules (80%) et les cancers bronchiques à petites cellules (20%). 

Les traitements mise en oeuvre dans la prise en charge de ces cancers sont la chirurgie, la 

radiothérapie et la chimiothérapie.  

La chimiothérapie de référence est un agent alkylant (le cisplatine ou le carboplatine) 

associé en fonction du type tumoral, de l’avancement, de la possibilité d’une résection et de la 

ligne de traitement à [74] : 

- Étoposide 

- Paclitaxel 

- Docétaxel 

- Gemcitabine 

- Vinorelbine 

- Erlotinib 

- Bévacizumab 

- Gefitinib 

Une activation de l’EGF-R est retrouvée dans 40 à 80 % des cas de cancer bronchique 

non à petites cellules, ce qui rend l’utilisation du gefinitib intéressante dans ce contexte [75]. 

Des facteurs de résistance aux traitements ont été clairement identifiés comme la mutation 
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T790M de l’EGF-R [76]. Ainsi, le diagnostic moléculaire des caractéristiques propres à 

chaque tumeur permet de proposer un traitement à la carte basé sur les altérations rencontrées 

[74]. Malgré le nombre de molécules et d’association évalué, le bénéfice en termes de survie 

est encore loin d’être satisfaisant. 

 

 

3. Les chimiothérapies dans le cancer colorectal 

Les cancers colorectaux représentent 15% de la totalité des cancers et arrivent en 

deuxième position après le cancer du sein chez la femme et les cancers du poumon chez 

l’homme [71]. 38 000 nouveaux cas sont diagnostiqués en France chaque année, et ce cancer 

conduit chaque année à environ 16 000 décès. Malgré la prise en charge thérapeutique avec la 

chimiothérapie, l’amélioration des techniques de chirurgie, les cancers colorectaux présentent 

un pronostic grave, la survie à 5 ans étant limitée à 10% tous stade confondus [71]. La moitié 

des patients a d’emblée au diagnostic, ou développera au cours de l’histoire naturelle de la 

maladie, des métastases qui restent corrélées à un pronostic péjoratif [71].  

 Le traitement chirurgical est le seul traitement radical du cancer colorectal, et nécessite 

une exérèse de qualité avec des marges saines minimales de 5 cm de part et d’autre de la 

tumeur avec un drainage ganglionnaire si nécessaire. 

 Les chimiothérapies utilisées sont principalement : 

- Le 5 fluorouracile 

- L’irinotécan 

- L’oxaliplatine 

- Le bevacizumab 

- Le cetuximab 

Le 5 fluorouracile (5-FU) associé à l’acide folinique a permis d’augmenter le taux de réponse 

de l’ordre (10 à 23%) et a révolutionné la prise en charge des cancers colorectaux qui, en 

situation métastatique, n’étaient que peu traités [77]. Puis, l’arrivée de l’irinotécan a conduit à 

un nouveau standard thérapeutique qui associe 5-FU, acide folinique et irinotécan (protocole 

FOLFIRI) [78]. Le taux de réponse avec cette stratégie s’approche des 35%. L’oxaliplatine est 

la troisième chimiothérapie majeure dans cette indication et est associée au 5-FU dans le 

protocole FOLFOX [79]. Les thérapies ciblées sont également présentes dans la prise en 

charge thérapeutique avec le bevacizumab et le cetuximab. Le bevacizumab est un anticorps 

monoclonal dirigé contre le VEGF qui doit être utilisé en première ou deuxième intention. 



 Page 29 

 

L’association du bevacizumab avec le protocole FOLFIRI permet d’atteindre des taux de 

réponse de 63% avec une médiane de survie de 28 mois dans les stades métastatiques [80]. 

L’utilisation du cetuximab nécessite un diagnostic préalable du statut de K-Ras, son statut 

étant un facteur de prédictibilité [81]. L’utilisation du cetuximab en association avec un 

protocole FOLFOX a donné des réponses objectives de l’ordre de 72%[81]. 

 

 

B. La thérapie photodynamique 

1. Généralités 

 

La thérapie photodynamique (PDT) est une thérapie minimalement invasive approuvée 

en clinique. Cette thérapie est basée sur l’utilisation de deux composants non toxiques qui 

sont combinés pour obtenir un effet au niveau cellulaire et tissulaire. Le premier composant 

est un photosensibilisant qui doit cibler les cellules et/ou le tissu et le deuxième composant est 

une source lumineuse d’une longueur d’onde précise qui va être utilisée pour exciter le 

photosensibilisant. Cela va induire des réactions photochimiques en présence d’oxygène  avec 

le photosensibilisant (PS) qui va transférer son énergie à l’oxygène entraînant une production 

de ROS (Reactive Oxygen Species) (figure 12).  

 

 
Figure 12 : Mécanismes d’actions de la PDT. 

 

Le photosensibilisant absorbe un photon et passe à un état excité Les réactions 

photochimiques induites sont alors de deux types. Pour le type I, le retour à l’état fondamental 

du PS excité provoque une oxydoréduction directe des molécules biologiques et va former des 

radicaux et des ions radicalaires conduisant à la formation d’espèces réactives de l’oxygène 
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(H2O2, O2
•-, •OH). La réaction de type II implique un transfert d’énergie du PS directement sur 

l’oxygène moléculaire qui va conduire à un oxygène singulet excité. Il possède une durée de 

vie très courte (quelques µs dans l’eau et 25 à 100 µs dans les milieux organiques) mais est 

très réactif et susceptible de réagir dans son environnement proche (10 à 45 nm) [82]. Le 

mécanisme de type II est prépondérant et dans les deux cas la présence d’oxygène est 

primordiale [83]. 

 Les travaux de recherches menés actuellement visent à trouver un photosensibilisant 

qui soit non toxique pour l’organisme et ne possède pas d’activité thérapeutique propre. De 

plus il doit posséder une sélectivité pour le tissu tumoral visé afin d éviter les toxicités liées à 

l’exposition au soleil, et doit posséder de bonnes caractéristiques photophysiques (rendement 

en oxygène singulet,…). Il existe à ce jour au moins cinq classes de PS possédant une AMM 

aux États-Unis ou en Europe (TABLEAU III) [84]. 

 

Tableau III : Principaux PS possédant une AMM. Adapté de [84] 

 

 

Une lumière d’excitation monochromatique et d’intensité définie est utilisée en 

fonction du photosensibilisant mise en oeuvre. Cette lumière d’excitation est amenée par 

endoscopie jusque dans la zone à traiter via des fibres optique à usage unique connectées à la 

source laser [85]. La dose de lumière déposée est exprimée en J/cm² et est égale à la puissance 

du laser (en W) x le temps de traitements (en s)/surface (cm²). Dans le cadre du traitement du 

cancer superficiel de l’oesophage, une dose de 300J/cm² est recommandée, correspondant à 

un temps de traitement de 10 min avec un laser de 1W à la longueur d’onde adaptée au PS 

[85].  
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Figure 13 : A gauche, un diffuseur cylindrique connecté à une fibre optique ; à droite, traitement 

PDT par endoscopie de cancer de l’œsophage [85]. 

 

 Les indications de la PDT par voie endoscopique sont principalement les dysplasies de 

haut grade sur endo – brachyoesophage (destruction de la dysplasie dans 90% des cas) [86], 

les récidives oesophagiennes superficielles après traitement (destruction dans 80% des cas) 

[87] et les cholangiocarcinomes (voies biliaires) non opérables (allongement significatif de la 

survie) [88]. Une utilisation dans le cadre du traitement du cancer du poumon non à petites 

cellules qui obstrue les voies respiratoires est également approuvée [84]. La PDT présente 

aussi des applications dans le traitement des lésions de la peau [84]. Pour l’application de la 

PDT dans d’autres types de situation, son intérêt en terme d’efficacité n’a pas été prouvé de 

façon claire à ce jour. Cependant, les évaluations cliniques récentes montrent des effets 

bénéfiques dans le cadre de cancer du pancréas [89], de la tête et du cou ou encore cérébral 

[84].  

 

 

2. Mécanismes d’action 

 Les mécanismes d’action anti-tumorale de la PDT sont répartis en trois catégories 

(figure 14) [84, 90]: 

- Un effet direct de destruction des cellules tumorales par nécrose, apoptose ou 

autophagie 

- Un effet indirect par destruction de la vascularisation tumorale. 

- Un effet indirect dû à une réponse inflammatoire et immunitaire de l’hôte. 
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Figure 14 : Mécanismes d’action de la PDT sur les cellules tumorales. Adapté de [91]. 

 

 

L’effet direct de la PDT est la résultante de l’accumulation de PS dans les cellules et la 

génération de ROS ainsi que d’oxygène singulet qui va entraîner des dommages importants à 

la cellule, avec une altération des fonctions des organites et des systèmes membranaires. La 

présence d’oxygène est primordiale dans l’effet direct, tout comme la localisation 

subcellulaire du PS. En fonction de cela, la cellule pourra mourir par apoptose, nécrose ou 

autophagie. 

L’effet anti-vasculaire de la PDT consiste en des dommages vasculaires survenant 

après PDT, dommages qui dépendent de nombreux paramètres comme la dose et le type de 

PS, la dose de lumière,… La PDT provoque immédiatement une vasoconstriction des 

vaisseaux et quelques heures après, induit un collapsus micro vasculaire [90]. Ce collapsus lié 

aux dommages induits aux cellules endothéliales provoque un arrêt du flux sanguin et conduit 

à une hypoxie tumorale puis à la destruction tumorale [92]. 

L’importance de la réponse immunitaire induite par la PDT a été mise en évidence en 

comparant les résultats obtenus sur des souris immunocompétentes et souris 

immunodéprimées, la réponse à long terme étant considérablement améliorée chez les souris 

disposant d’un système immunitaire [93]. Une activation de macrophages, neutrophiles, 

cellules T et la production de cytokines IL6, IL10 ont été observées après traitement par PDT. 

L’ensemble de ces facteurs conduit à une réponse inflammatoire et immunitaire participant à 

la destruction des cellules tumorales [91]. 
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C. La radiothérapie 

 

1. Contexte 

La radiothérapie (RT) est encore à ce jour un traitement de référence dans le cadre de 

nombreuses tumeurs solides. Elle met en jeu des radiations ionisantes (IR) qui vont induire 

une réponse locale au niveau du tissu traité. En pratique, elle utilise essentiellement des 

photons et des électrons, dont les capacités de pénétration dans les tissus sont différentes. Les 

protons, encore peu utilisés, trouvent actuellement des indications de plus en plus précises. 

Enfin, d’autres ions, comme les ions carbone, présentent un intérêt potentiel et sont 

actuellement en cours d’évaluation. Toutes ces particules ont en commun la capacité 

d’entraîner des ionisations, essentiellement en arrachant des électrons aux atomes et aux 

molécules qu’elles rencontrent. Ce traitement est souvent administré après la résection 

tumorale pour en assurer le contrôle local. C’est le cas pour le traitement des gliomes de haut 

grade.  

Les gliomes malins sont les tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes et 

représentent environ 2% des cancers de l’adulte [94]. Avec un gliome de haut grade 

(glioblastome) la survie des patients sans traitement n’excède pas 9 mois. La prise en charge 

thérapeutique des gliomes de haut grade associe actuellement chirurgie, radiothérapie et pour 

en améliorer encore l’efficacité, la radiothérapie est associée à la chimiothérapie. Lorsqu’elle 

est possible, la chirurgie occupe une place prépondérante dans le traitement des gliomes 

malins. Cependant, en raison du fort pouvoir invasif des cellules tumorales, une exérèse 

complète est souvent impossible et les gliomes malins récidivent quasi systématiquement. 

Suite à la chirurgie, les patients atteints de gliome de haut grade reçoivent donc, en traitement 

standard, une association radiothérapie (RT)-témozolomide. La RT est délivrée à raison de 1,8 

à 2 Gy par jour, 5 jours par semaine pendant 6 semaines. Malgré cela, la survie médiane des 

patients n’est que de 15 mois, ce qui nécessite de proposer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques [94]. 
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2. Les types de radiothérapie 

 

La radiothérapie est une stratégie ancienne qui a connu de nombreuses améliorations 

au cours des années, principalement pour éviter l’effet secondaire principal de la RT qui est 

l’irradiation des tissus adjacents. Afin de délivrer des doses importantes de RT tout en limitant 

les effets secondaires, comme une radionécrose, la dose totale délivrée à la tumeur est 

fractionnée en plusieurs traitements. Par exemple, une dose de 60 Gy sera délivrée en 5 

fractions de 2 Gy par semaine pendant 6 semaines. 

Les différentes techniques de RT développées ne mettent pas en jeu la même énergie. 

Cette énergie sera définie par le LET (Transfert d’Énergie Linéaire) qui est utilisé pour 

décrire la quantité d’énergie reçue localement à une cible. Plus la valeur d’une particule de 

transfert d’énergie linéaire est élevée, plus la quantité de dommages que la particule pourrait 

potentiellement causer à la cible est importante. La radiothérapie basée sur l’utilisation de 

rayons X ou γ est considérée comme étant de bas transfert d’énergie (low - LET) alors que les 

radiations avec des neutrons, des protons, … ont des LET élevés (high - LET). La valeur de 

démarcation entre faible et élevé est au alentour de 10 keV/µm. En fonction du LET, les 

mécanismes radiobiologiques associés seront différents ainsi que la capacité de pénétration 

dans les tissus des rayonnements mise en œuvre [95] (figure 15). 

 
Figure 15 : Pénétration de différents rayonnements. Adapté de [95]. 

 

 Il existe deux grandes classes de radiothérapie, la RT interne ou externe. Dans le cadre 

de la RT interne, il s’agit dans la majorité des cas de la curiethérapie (appelée aussi 

brachythérapie). Elle est principalement utilisé dans le cadre du traitement du cancer de la 

prostate ou des cancers gynécologiques (tumeur du col de l’utérus) [96, 97]. La curiethérapie 
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repose sur l’implantation de sources radioactives directement contre la tumeur (endocavitaire) 

ou dans la tumeur (interstitielle). Les isotopes radioactifs classiquement utilisés sont le césium 

137 ou l’iode 125 implanté sous forme de billes ou de petits fils. Cela permet de délivrer 

lentement une dose importante de radiation à la tumeur [98]. Une autre possibilité pour 

obtenir une irradiation interne est la radio immunothérapie. Cette technique utilise des 

anticorps monoclonaux dirigés contre la tumeur sur lesquels sont fixés des isotopes radioactifs 

[99]. Ce type d’approches permet de limiter et de cibler des tumeurs disséminées dans 

l’organisme [99]. Il permet, par exemple, d’obtenir de bonne réponse thérapeutique dans le 

traitement du lymphome non hodgkinien [100, 101].  

 Dans le cas de la RT externe, les faisceaux sont émis la plupart du temps par un 

accélérateur et vont traverser la peau pour atteindre la tumeur à traiter. La RT la plus utilisée 

est la radiothérapie conformationnelle 3D (trois dimensions). Cette technique permet de faire 

correspondre le plus précisément possible (de conformer) le volume sur lequel vont être 

dirigés les rayons et le volume de la tumeur. Elle utilise des images en 3D de la tumeur et des 

organes avoisinants obtenues par scanner, parfois associées à d’autres examens d’imagerie 

(IRM, TEP…). Des logiciels permettent de simuler virtuellement, toujours en 3D, la forme 

des faisceaux d’irradiation et la distribution des doses. Cela permet de délivrer des doses 

efficaces de rayons en réduisant de plus de 50% l’exposition des tissus sains aux 

rayonnements [102].  

 Un autre type de radiothérapie permet de délivrer des doses très localisées, il s’agit de 

la RT stéréotaxique. La machine utilisée est appelée gamma knife, et permet de focaliser les 

rayons gamma de manière précise au sein de la tumeur. Le CyberKnife® utilise ce système 

couplé à un système d’imagerie, le tout robotisé pour assurer une précision de traitement. 

Cette approche permet de traiter des tumeurs localisées dans des zones à risque qui sont 

inopérables et pour lesquelles la RT classique présente trop de risques (comme la moelle 

épinière) [103].  

 La RT utilisant des énergies de transfert élevées est encore peu développée en France. 

La protonthérapie, ou l’hadronthérapie permettent des traitements extrêmement précis. 

L’avantage est principalement balistique avec une distribution de l’énergie quasi uniquement 

en profondeur et une moindre dépendance à la présence d’oxygène [104]. Ce type de 

traitement peut être proposé dans le cadre de tumeurs résistantes à la RT classique, l’efficacité 

de la protonthérapie étant prouvée dans de nombreux types de cancer comme la prostate, les 

gliomes ou le foie [105].  
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3. Mécanismes d’action 

L’irradiation d’une population de cellules produit une cascade d’évènements physiques, 

biochimiques puis biologiques. Dans un premier temps, il va y avoir une phase d’interaction 

entre les atomes des tissus biologiques et les radiations par transfert d’énergie (ionisation), 

entraînant une action directe et indirecte des rayonnements [95].  

Dans le cas de l’action directe, il s’agit de l’ionisation/excitation directe des biomolécules 

parmi lesquelles l’ADN, cible principale de la RT, ce qui va conduire à la mort cellulaire. Ce 

mécanisme n’est pas prépondérant dans la mort cellulaire induite par RT classique, 

contrairement à la radiothérapie à haut transfert d’énergie (dont c’est le mécanisme d’action 

principal) [95]. 

Pour l’action indirecte, les radiations vont interagir avec la molécule la plus représentée 

dans l’organisme : l’eau et entraîne sa radiolyse, ce qui conduit à la formation, au sein de la 

cellule, d’un nombre très important de radicaux libres. C’est le mécanisme majoritaire dans le 

cadre des lésions radio-induites par RT de faible transfert d’énergie. La radiolyse fait 

intervenir un certain nombre de transformations qui vont aboutir à la formation de H2O2, de 

radical OH, de O2
•-, … Le taux d’oxygène en présence est important et conditionne la 

formation des molécules particulièrement oxydantes. L’ensemble de ces ROS vont provoquer 

des dommages à l’ADN [95].  

 Les principaux dommages induits à l’ADN sont [95]: 

• Dommages de bases ou sucres 

• Cassures de l’ADN simple brin 

• Cassures de l’ADN double brin 

• Pontages de l’ADN 

Une irradiation de cellules avec 1 Gy provoque [95]: 

• 1000 à 2000 lésions de base  

• environ 200 pontages  

• 500 à 1000 lésions simples brin  

• environ 40 lésions double brin.  

 

La réponse d’un tissu aux radiations ionisantes fait intervenir la règle des 4R. Le 

premier mécanisme est la Réparation de l’ADN. Puis intervient la phase de la Redistribution 

dans le cycle cellulaire puis la phase de Repopulation et pour finir de Réoxygénation. 
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 La réparation de l’ADN est une phase critique en réponse à la RT. Elle va permettre 

d’orienter le devenir de la cellule (figure 16). La plupart de ces dommages peuvent être 

réparés par la cellule puisque seulement 1 à 2% de ces cassures double brin sont d’emblée 

létales. De nombreux gènes sont requis pour la détection des dommages de l’ADN (ATM1, 

ATR2, RAD1,…), détection qui va permettre à la cellule d’induire un arrêt du cycle cellulaire 

via la régulation des cyclines (cycline p21, p27, p16) lors des checkpoints du cycle [106]. Le 

gène p53 possède une place importante dans la mise en place de ces mécanismes, la mutation 

de ce gène étant alors un facteur de radiorésistance important. La décision pour la cellule 

d’entrer en apoptose plutôt qu’un arrêt du cycle cellulaire est largement dépendante de 

l’ampleur des dommages.  

 La réparation de l’ADN est primordiale pour préserver l’intégrité du génome. Les 

dommages radio-induits de l’ADN, directs ou indirects, vont induire la mise en place de 

mécanismes de réparation. Le mécanisme principal est la recombinaison non homologue 

(NHEJ) qui est initiée par une kinase appelé DNA-PK3 [107]. Ce type de réparation ne 

présente pas un haut degré de fidélité de réparation. Ainsi, en cas de réparation infidèle, il y 

aura une accumulation de mutations pouvant conduire dans le cas d’une cellule saine à une 

carcinogenèse [108, 109]. Dans le cas où la réparation de l’ADN est impossible, il y aura 

déclenchement de l’apoptose intrinsèque, même si l’apoptose n’est pas la mort prédominante 

suite à traitement par RT [110]. Les dommages persistants dans l’ADN peuvent conduire à 

des problèmes de mésappariement des chromosomes intervenant lors de la division cellulaire, 

ce qui déclenche une catastrophe mitotique, en général 2 ou 3 cycles après la RT [106]. La 

figure 16 récapitule l’ensemble de ces évènements. 

                                                      
1 Ataxia Telangiectasia Mutated 
2 Ataxia Telangiectasia Rad3 
3 Protéine Kinase dépendante de l’ADN 
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Figure 16 : Dommages à l’ADN induits par la radiothérapie [111]. 

 

Parallèlement à la mise en place de la réparation, il y a une réponse cellulaire globale 

par l’expression de gènes en réponse à la RT. De nombreux facteurs de transcription sont 

activés après RT, par exemple p53, HIF-1 ou encore NF-κB [11]. Ces changements 

d’expression génique conduisent à la production de facteurs de croissance ou encore à la 

synthèse de TNFα et de VEGF [112]. L’ensemble de ces molécules sera impliqué dans la 

radiosensibilité ou radiorésistance de la tumeur.  

 La communication intercellulaire via les facteurs diffusibles va permettre la 

transmission de signal de mort entraînant une réponse de type bystander. Une définition de 

l’effet bystander est « une cellule répond à la RT alors que c’est la cellule voisine qui a été 

irradiée » [113, 114]. Cet effet bystander dépend de la dose de RT et permet la propagation du 

signal de mort dans un nombre important de cellules avoisinantes. Les cytokines (IL6, IL8) 

produites par les cellules irradiées présentent un rôle important ainsi que le TGFβ et les 

ROS/RNS présents qui vont attaquer les cellules voisines [113, 114]. Il est important de 
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prendre en compte cet effet pour améliorer l’efficacité de la RT ou pour prévenir des dégâts 

aux tissus sains. 

 

 Le second mécanisme de réponse à la RT est la redistribution cellulaire. La sensibilité 

aux radiations selon les différentes phases du cycle cellulaire ne sont pas les mêmes (figure 

17). Les cellules en phase S sont plus résistantes aux radiations, leur ADN étant moins 

exposé, la phase la plus radiosensible étant la phase G2/M [115]. La progression dans le cycle 

cellulaire des cellules survivantes aux radiations va permettre lors de la fraction de RT 

suivante de cibler les cellules initialement en phase radiorésistante S qui sont dans une autre 

phase du cycle. Les tumeurs à prolifération rapide présentent une plus grande radiorésistance, 

le nombre de cellules en phase S à chaque irradiation étant plus important [108]. 

 

 

Figure 17 : Sensibilité des cellules à la RT en fonction des phases du cycle cellulaire [111]. 

 

 La repopulation tumorale est un des facteurs majeurs d’échec de la radiothérapie. 

L’intérêt de fractionner le traitement de RT en multiples doses, en général une fraction par 

jour, cinq jours par semaine est de permettre aux tissus sains touchés par les radiations de se 

régénérer. Les cellules irradiées présentent une prolifération tumorale plus rapide par rapport 

aux cellules non touchées. Ce phénomène semble être lié à une activation accrue de la voie de 

l’EGF-R post RT qui est impliquée dans la prolifération cellulaire [111]. 

 Le dernier paramètre est la réoxygénation tumorale. L’hypoxie est un facteur 

important de radiorésistance, les cellules hypoxiques présentant une résistance 2 à 3 fois 

supérieure aux cellules en condition de normoxie [111]. L’hypoxie tumorale est un facteur 

pronostic de la réponse à la RT. Après chaque fraction de RT, il y a une réoxygénation 
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tumorale qui est la conséquence de la réduction de la pression intra tumorale et la 

normalisation de la vascularisation (figure 18). Cet effet conduit à la radio sensibilisation des 

zones hypoxiques pour la fraction de RT suivante et finalement à la réduction de la masse 

tumorale [111]. 

 
Figure 18 : Réoxygénation tumorale post RT [111]. 

 

4. Les associations chimioradiothérapie 

L’utilisation de la RT seule présentant pour certains types de cancer une faible efficacité, 

une association chimiothérapie et radiothérapie est proposée pour augmenter et/ou 

potentialiser ces effets [116, 117]. C’est le cas du traitement des glioblastomes qui associe le 

témozolomide (un agent alkylant de l’ADN) et la RT. L’objectif de ce type d’association est 

d’augmenter la radiosensibilité tumorale (figure 19) [118]. Des essais cliniques évaluent 

l’intérêt de l’association de certaines chimiothérapies avec la RT, par exemple les inhibiteurs 

de l’EGF-R [119]. Le rationnel de cette association repose sur le fait que certains patients 

atteints de gliome malin avec amplification de l’EGF-R présentent une moins bonne réponse à 

la radiothérapie [120]. L’hypoxie étant un facteur de radiorésistance importante, la 

sensibilisation tumorale par un accroissement de la quantité d’oxygène dans la tumeur est une 

possibilité qui est largement étudiée avec l’utilisation d’agents anti angiogéniques qui 

permettent, via la normalisation de la vascularisation, une diminution de l’hypoxie [121].  
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Figure 19 : Les possibilité d’associations pour augmenter l’efficacité de la RT [118]. 

 

 

D. Place des ROS dans les stratégies thérapeutiques 

 

Les ROS présentent une grande importance dans l’effet anti-tumoral induit par les 

traitements in situ comme la radiothérapie ou la thérapie photodynamique. C’est sur la 

génération de ROS au sein des cellules ou à proximité de la tumeur que reposent les 

principaux mécanismes d’action de ces stratégies. Dans cette partie nous allons aborder le 

rôle des ROS dans les cellules. 

 

1. Généralités 

 Les ROS sont présents de manière naturelle dans la cellule, en particulier l’anion 

superoxyde (O2
•-), le peroxyde d’hydrogène, ou encore le radical hydroxyl. Ils sont 

générés par le métabolisme aérobie des cellules et participent à la régulation de la 

signalisation cellulaire [122]. Une quantité excessive de ROS peut conduire à des effets 

toxiques pour la cellule, commençant par des phénomènes d’oxydation qui déstabiliseront 

l’intégrité cellulaire et pourront conduire à la mort cellulaire [123]. Les ROS peuvent être 

générées dans de nombreux compartiments cellulaires et par différentes enzymes. C’est le 

cas de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale, du cytochrome p450, de 
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cyclooxygénases, de la NADPH oxydase au niveau membranaire, ou encore des 

peroxysomes [124]. Les ROS sont produits principalement pendant les étapes de transfert 

d’électrons pour la génération d’ATP, à partir du métabolisme de l’oxygène comme le O2
•-

[125]. Le taux de ROS intracellulaires est maintenu par une balance redox, le ratio entre 

les espèces oxydantes et réductrices jouant un rôle majeur dans la signalisation. Cette 

balance est maintenue par des systèmes enzymatiques qui neutralisent les espèces 

oxydantes. Le O2
•- est converti en H2O2 par la superoxyde dismutase (SOD) qui pourra 

ensuite être transformé par la glutathion oxydase (GSH) ou la catalase [125]. L’ensemble 

de ces systèmes de défense jouent un rôle majeur dans la protection des cellules vis-à-vis 

d’un excès de ROS.  

 

2. La place des ROS dans la carcinogénèse 

 Les ROS possèdent un rôle non négligeable dans la carcinogenèse. En effet, ils 

peuvent conduirent à des dommages de l’ADN et participent ainsi à la transformation 

maligne. Ils ont été considérés à ce titre comme une classe endogène de carcinogènes 

[126]. Les ROS sont impliqués dans les premières phases du développement tumoral, avec 

l’initiation, la promotion et la progression des cellules tumorales [127]. Les ROS et plus 

particulièrement le H2O2 peuvent intervenir dans un grand nombre des caractéristiques des 

cellules tumorales (développée dans la partie I de ce chapitre). Il est admis que les ROS 

peuvent induire des dommages à l’ADN, des mutations et une instabilité génomique [128, 

129]. Ils sont capables de stimuler la prolifération cellulaire [130], interviennent dans la 

résistance à l’apoptose [131], augmentent l’angiogenèse [132] et peuvent intervenir dans 

la migration et l’invasion des cellules [133]. En parallèle, il est prouvé que l’augmentation 

de la quantité d’enzyme détoxifiantes permet de diminuer l’ensemble de ces phénomènes 

[122]. Les ROS interviennent dans ces paramètres via leurs rôles dans la signalisation 

cellulaire. En effet, le H2O2 est, par exemple, capable d’activer le facteur de transcription 

HIF-1[134, 135] (figure 20). Ce facteur jour un rôle majeur dans l’hypoxie et dans la mise 

en place de l’angiogenèse. D’autres voies peuvent être stimulées par les ROS comme la 

voie de l’EGF-R. Ainsi, le H2O2 va diminuer l’activité de PTEN qui est impliqué dans la 

régulation négative de la voie de l’EGF-R [136].  
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Figure 20 : Influence des ROS sur la voie de l’EGF-R (a gauche) et sur l’activation du facteur de 

transcription HIF-1 (à droite) [123] 

 

 

3. La modulation des ROS comme stratégie thérapeutique 

 

Avec le rôle des ROS dans les phénomènes de cancérisation et le maintien des 

caractéristiques des cellules tumorales, plusieurs approches sont possibles. Il est possible de 

diminuer le taux de ROS présent dans les cellules en augmentant la séquestration de ceux-ci. 

L’autre solution est d’augmenter de manière significative le nombre de ROS dans la cellule 

pour induire des phénomènes létaux et conduire à la mort cellulaire [122]. C’est finalement ce 

type d’approche qui est utilisé dans le cadre du traitement par RT ou par PDT. 

Le rôle paradoxal des ROS est que les faibles doses participent à la progression 

tumorale alors que des doses plus élevées peuvent induire l’apoptose des cellules [127] 

(figure 21).  
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Figure 21 : Effets de l’exposition des cellules aux ROS [123]. 

 

Cette apoptose est observée à la fois in vitro mais également in vivo sur diverses lignées 

cellulaires [122]. Ces ROS particulièrement oxydants vont induire un nombre important de 

cassures de l’ADN provoquant un arrêt du cycle cellulaire [137], associé à une diminution de 

la cycline D et une accumulation de p21 [138]. En parallèle, les ROS vont provoquer une 

perméabilité transitoire des pores mitochondriaux, ce qui permet le relargage des facteurs pro 

apoptotiques [122, 139]. L’ensemble des données sur les conséquences des ROS et 

principalement du H2O2 suggèrent que l’augmentation de la concentration intracellulaire 

semble prometteuse pour lutter contre ces cellules. Le H2O2 est capable de diffuser librement 

dans les cellules [138], ce qui signifie qu’il pourrait atteindre les cellules saines ou tumorales. 

Cependant les cellules en état stationnaire (en G0) sont intrinsèquement résistantes à des taux 

élevés de ROS, tandis que les cellules se divisant rapidement y sont sensibles parce que leur 

ADN est décompacté et donc plus facilement accessible aux dommages oxydatifs [138]. Dans 

ce contexte, des thérapies in situ basées sur la génération de ROS ont été développées, il s’agit 

de « l’oxydation therapy ». L’injection dans la tumeur ou la circulation de ROS tels que le 

H2O2 s’est révélée très inefficace, les ROS étant en grande partie dégradés par l’activité 

catalase présente dans les érythrocytes [140, 141]. Pour contrer cela, des systèmes 

enzymatiques générant des ROS ont été développés, comme par exemple la glucose oxydase 
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(GO) qui génère une quantité importante de H2O2 [125]. D’autres systèmes, comme la 

xanthine oxydase (XO) permet de générer une quantité importante de O2
•-. L’ensemble de ces 

systèmes a montré des résultats intéressants sur des modèles in vivo mais présentent des effets 

indésirables systémiques [125]. L’évaluation de nouveaux systèmes de génération est en cours 

(PEG-XO ou PEG-DAO). Ces stratégies permettent de limiter les effets secondaires mais 

pour le moment aucune n’a été évaluée chez l’homme [142]. 

 

4. Le point sur les RNS 

Les « reactive nitrogen species (RNS)» participent également à la signalisation cellulaire 

et dans de nombreux processus comme l’angiogenèse avec le NO. Comme pour les ROS, un 

excès de RNS peut induire l’apoptose des cellules tumorales via un arrêt du cycle cellulaire 

[143]. Les RNS agissent en partie au niveau intracellulaire en y augmentant la production de 

H2O2, expliquant en partie les mécanismes communs observés [143].  

Le NO possède un rôle important dans le développement tumoral [144], car il intervient 

dans la prolifération, la résistance à l’apoptose, l’invasion ou encore l’angiogenèse [144]. Des 

stratégies thérapeutiques visant à moduler les RNS sont développées, soit pour en réduire la 

concentration soit pour l’augmenter. 

 

 

III. Conclusions 

 

Le développement des nouvelles stratégies thérapeutiques reposent désormais sur la 

meilleure compréhension de la biologie des tumeurs avec leurs grandes caractéristiques. Les 

thérapies les plus performantes comme la radiothérapie reposent sur la génération de ROS qui 

vont cibler un nombre important de ces caractéristiques pour conduire finalement à la mort 

cellulaire. Cette génération de ROS semble être une stratégie qui fait ses preuves mais le 

mode d’action étant assez large, les effets secondaires peuvent être importants. C’est un des 

défis majeurs de la RT, qui vise à irradier de manière de plus en plus précise la tumeur pour 

préserver les tissus sains alentours. C’est également sur cette stratégie que repose la PDT, 

certes le photosensibilisant est systémique mais l’excitation locale permet de réduire au 

maximum la toxicité. Dans ce contexte, le développement de stratégies permettant de générer 

une grande variété de ROS dans une zone bien limitée semble une approche qui paraît a priori 

prometteuse.  
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Chapitre 2 : Recherche préclinique et utilisation de 

l’imagerie de Bioluminescence 

 

 

I. La recherche préclinique en oncologie 

 

La découverte et le développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses s’appuient sur 

une connaissance accrue de la biologie des cancers, en particulier pour les thérapies ciblées. 

Ce développement repose par la suite sur une évaluation de l’activité sur des modèles in vitro 

et in vivo qui doivent être prédictifs de la réponse chez l’homme. Cette recherche 

translationnelle se base sur des données acquises in vitro puis in vivo pour converger vers les 

essais cliniques chez l’homme et dans le meilleur des cas, aboutir à un nouveau standard pour 

le patient (figure 22). 

 

 
Figure 22 Organisation de la recherche translationnelle pour l’évaluation de nouvelles 

stratégies anti-tumorale, des modèles expérimentaux à l’homme 
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La recherche préclinique en oncologie a connu ses débuts dans les années 1950 avec 

l’utilisation des premiers modèles précliniques puis s’est développée sous l’impulsion du NCI 

en 1970 (National Cancer Institute) qui imposa dans ses plates-formes d’évaluation des 

nouvelles molécules, l’utilisation de trois types tumoraux humains différents greffés en sous 

cutané chez la souris.  

 

A. Généralités 

 

Le seule modèle qui reste pertinent vis-à-vis de l’homme et de sa tumeur reste 

l’homme lui-même. En considérant les questions éthiques évidentes, l’évaluation des 

nouvelles thérapies et la compréhension des mécanismes biologiques doivent être obtenues à 

partir des modèles animaux. Ces essais sur animaux correspondent à l’étape de preuve de 

concept pour les molécules qui seront testées en essai clinique de phase I et II. Une des étapes 

clé de ce processus préclinique est d’utiliser un modèle pertinent tout en tenant compte de la 

réalité clinique. Un manque de réalité clinique conduit à un manque de prédictibilité 

important et à une extrapolation délicate des résultats obtenus in vivo à l’homme. Un nombre 

important de nouvelles molécules a montré des effets remarquables sur les modèles animaux, 

suivi d’un échec indiscutable lors des essais cliniques avec peu ou pas d’effet bénéfique sur la 

survie [145]. Un exemple récent de ce type d’échec est l’utilisation d’un anti-angiogénique, 

l’endostatine. Cette molécule a montré une activité anti-tumorale importante sur trois lignées 

tumorales différentes greffées en sous cutané chez la souris avec une régression totale des 

tumeurs et une absence de reprise [146]. Ces résultats ont conduit aux essais cliniques chez 

l’homme. La molécule n’a montrée aucune toxicité particulière mais aucun bénéfice sur le 

patient n’a été observé [147]. Pour tenir compte de la réalité clinique, l’évaluation préclinique 

doit prendre en compte les spécificités tumorales, la dose appliquée, le schéma 

d’administration et la méthode d’évaluation de la réponse [148]. 

 

B. Les variables importantes en expérimentation préclinique 

 

1. L’espèce animale 

Les modèles spontanés ou les tumeurs transplantées de souris peuvent être étudiés sur 

des animaux immunocompétents tandis que les tumeurs humaines doivent être xénogreffées 

chez des souris immunodéprimées pour éviter le rejet du tissu. Les modèles spontanés de 
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tumeurs chez la souris peuvent être obtenus avec des agents carcinogènes et présentent les 

avantages d’avoir une diversité génétique importante, une croissance dans le 

microenvironnement normal, et une angiogenèse ressemblant à la situation clinique [149]. Ce 

type de modèle est difficile à obtenir et à maintenir.  

Les souris génétiquement modifiées qui développent spontanément des tumeurs 

spécifiques représente une alternative à ce type de souris [150].  

Concernant les xénogreffes de tumeurs humaines, ce type de d’approche a permis une 

avancée importante dans l’évaluation préclinique des anticancéreux. L’avantage incontestable 

est que la tumeur est d’origine humaine, que la plupart de ces modèles présentent une 

reproductibilité importante, et qu’une grande variété de lignées tumorales est disponible. Cela 

signifie qu’il existe un nombre important de données concernant la réponse de la tumeur 

envers un ensemble de chimiothérapies. L’inconvénient majeur est que ce type de modèle 

présente un système immunitaire déficient et que les cellules tumorales vont se développer en 

présence d’un stroma murin [148]. Ce dernier point est particulièrement important lors de 

l’évaluation d’agent anti-tumoral ciblant l’angiogenèse. En effet, la tumeur humaine 

xenogreffée a la capacité de générer une néovascularisation chez la souris par l’intermédiaire 

de facteurs pro-angiogéniques d’origine tumorale [151]. Le réseau vasculaire et le stroma de 

support à la tumeur sont d’origine murine alors que le parenchyme est d’origine humaine. 

L’apport en oxygène au sein de la tumeur dépend également des hématies d’origine murine 

dont la physiologie n’est pas la même que celle des hématies humaines, en particulier la 

courbe de dissociation de l’oxyhémoglobine. La physiologie de la souris variant de celle de 

l’homme peut traduire un métabolisme différent du produit évalué. La prise de greffe chez les 

souris nude est relativement importante, cependant il arrive que les transplantations ne 

donnent pas lieu à une croissance tumorale et les métastases représentatives sont rares [152]. 

Ce phénomène peut s’expliquer par la présence d’une immunité résiduelle, en particulier la 

présence de lymphocyte T résiduelle qui peut expliquer ces rejets. Par ailleurs, les taux de 

lymphocyte B, de Natural Killer (NK) et de macrophages sont décrits pour être parfois plus 

élevés en comparaison à ceux de souris de même souche non immunodéficientes [153]. Pour 

résoudre ce problème, la souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) peut être 

utilisée, elle présente un déficit combiné sévère avec un défaut de fonction à la fois des 

lymphocytes T mais également des lymphocytes B. Plusieurs études ont montré un meilleur 

taux de prise de greffe avec ce type de souris [153, 154]. Des souches de souris SCID 

présentant des déficiences encore plus profondes sont disponibles aujourd’hui (par exemple 

souris NSG) et des souris humanisées sont envisagées pour résoudre ce problème de 
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compatibilité interespèces [155, 156]. L’utilisation en oncologie préclinique d’autres espèces 

est plus rare, la souris étant la plus utilisée. Le rat peut également être mis en œuvre, en 

particulier pour les modèles de tumeurs spontanées ou chimio-induites. Par contre, les rats 

immunodéprimés présentent une faible prise de greffe et nécessitent des irradiations massives 

pour travailler avec des xénogreffes humaines [148, 157].  

 

 

2. Le type de tumeur 

 

Le choix de la tumeur cible doit être adapté à la stratégie évaluée. En général, les 

lignées dérivant directement de biopsies (culture primaire) de patients présentent et 

conservent des caractéristiques moléculaires et histologiques plus proches de celles observées 

en clinique [158], de plus elles peuvent conserver une histologie proche à celle de la tumeur 

d’origine du patient d’un passage à l’autre chez la souris (figure 23). Les tumeurs provenant 

de lignées, présentent à l’histologie un aspect cellulaire homogène et très indifférencié avec 

des pertes importantes des caractéristiques tumorales (mutations, récepteurs…), ce qui est 

probablement liées à la pression de sélection appliquée lors de la culture des cellules in vitro. 

Cependant ce type de lignées reste très utilisé pour sa facilité de mise en œuvre et l’important 

recul que l’on possède sur leur utilisation. De plus, il apparaît que pour les xénogreffes de 

lignées et celles dérivant de biopsies (culture primaire), une prédictivité équivalente est 

observée [158].  

 

 
Figure 23 : Maintien de la structure histologique entre la tumeur du patient (à gauche) et sa 

xénogreffe après huit passages (au centre), en comparaison avec une xénogreffe de lignée de 
cellules tumorales colique (à droite). Adapté de [157] 
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Avec le développement des stratégies ciblées visant une dérégulation cellulaire 

particulière, le choix de la lignée est également devenu un paramètre important. Par exemple, 

la réponse aux inhibiteurs de l’EGF-R présente d’importantes disparités en fonction des 

lignées utilisées in vitro et in vivo [159]. Les niveaux d’expression de l’EGF-R et de HER-2 

sont différents entre les lignées cellulaires utilisées et sont corrélés à l’activité de l’inhibiteur. 

Les études montrent que la réponse aux anti-EGFR dépend du niveau d’expression du 

récepteur et des mutations affectant la voie de signalisation sous jacente (par exemple PTEN) 

[160]. Ces données sont également retrouvées en clinique, la présence de mutations étant 

corrélée à la réponse individuelle aux anti-EGFR [161, 162].  

Ceci démontre l’importance d’utiliser, en première approche, plusieurs lignées 

différentes avec des profils mutationnels distincts. L’utilisation de ces lignées peut permettre 

une compréhension des mécanismes d’action et permettra de ne pas surestimer la réponse à un 

agent en choisissant uniquement une lignée répondeuse [159]. 

 

3. Le site d’implantation 

 

Le manque de prédictibilité peut également être lié au site d’implantation de la tumeur. 

La majorité des études in vivo sont réalisées avec des tumeurs sous cutanées alors que les 

modèles orthotopiques (implantation des cellules tumorales dans l’organe correspondant au 

site anatomique de la tumeur chez l’homme) sont plus prédictives et conduisent à une 

métastasie plus importante de la tumeur [163]. La greffe sous cutanée permet une croissance 

rapide ainsi qu’un suivi facile de l’évolution tumorale, en revanche elle souffre d’une faible 

représentativité clinique en grande partie à cause de son développement sans contrainte et de 

sa vascularisation [163]. De plus, ce type de modèle conduit à l’obtention d’une tumeur 

localisée sans invasion, ce qui est en partie lié au développement d’une capsule fibreuse dense 

autour de la tumeur [164].  

Les modèles orthotopiques présentent l’avantage d’être plus raffinés, la tumeur se 

développant dans le tissu d’origine de la tumeur primitive et ces modèles sont donc, avec le 

développement possible de métastases, beaucoup plus proches de la clinique [165]. La mise 

en œuvre de ce type de modèles est encore délicate, la chirurgie étant complexe, le nombre 

d’animaux, et donc au final la significativité, s’en retrouve diminuée. Le suivi de la croissance 

et de la réponse aux traitements est également plus compliquée, nécessitant la mise en place 

d’outils d’imagerie in vivo pour accéder à certains paramètres de la tumeur (volume, 
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métabolisme, biomarqueurs…) [165]. Les modèles disséminés souvent obtenus par injection 

de cellules en IV présentent également ces même avantages, avec une bonne corrélation vis-à-

vis de la clinique et sites d’implantations des métastases [165].  

En première approche, l’évaluation de l’activité anti-tumorale dans un modèle sous 

cutané, facile à mettre en œuvre, est à privilégier avec dans un second temps une évaluation 

sur des modèles orthotopiques [165]. Cette double approche est nécessaire car même si l’effet 

des agents cytotoxiques a été décrite pour être généralement peu influencé par 

l’environnement tumoral [157], des études ont montrées des différences importante de 

réponses liées en particulier à la vascularisation (flux sanguin et oxygénation) [164]. Par 

ailleurs, dans le cas de la réponse aux thérapies ciblées, celle-ci peut varier sensiblement selon 

une implantation orthotopique ou hétérotopique de la tumeur [166]. 

 

4. Le début du traitement 

 

Dans le cadre du traitement de patients et encore plus dans le cadre des essais cliniques 

de phase I, les patients traités présentent en général une maladie avancée et hautement 

métastatique. Il est rare d’observer de petites tumeurs localisées, sans dissémination. Ce 

paramètre est important à considérer lors de l’évaluation de nouvelles stratégies. Si le 

traitement est débuté avant ou le jour même de la xénogreffe, il s’agit d’une étude d’inhibition 

de la croissance tumorale. Dans le cas où le traitement débute sur une tumeur établie avec une 

taille comprise entre 60 et 200 mm3, il s’agit de retard de croissance tumorale. Les données 

ont montrée que ce type d’étude sur un modèle établi est bien plus prédictif des résultats chez 

l’homme [167]. Une taille de 60 mm3 lors du début du traitement peut encore engendrer des 

erreurs, il existe encore à ce stade de l’immunité résiduelle dont une importante activité des 

NK qui pourrait participer à la régressions complète de la tumeur [158]. Finalement, en lien 

avec la clinique, le traitement le plus proche des conditions clinique est un traitement débutant 

avec des tumeurs de 8-10 mm de diamètre, correspondant à un volume compris entre 256 et 

500 mm3. Ce type de conditions est plus proche en taille mais également la capacité limitée de 

pénétration de la chimiothérapie dans la tumeur en raison de la présence de large plages de 

nécrose et d’hypoxie, ainsi que d’une mauvaise vascularisation [158]. Ce type d’études bien 

que plus représentatives n’est que rarement mené, à la fois pour donner une chance accrue à la 

molécule évaluée mais également pour des considérations éthiques pour l’animal. Un 
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traitement sur un volume important laisse supposer que le volume tumoral risque de dépasser 

les limites réglementaires au cours de l’étude [158]. 

 

 

 

 

5. La dose utilisée 

 

 Les doses utilisées en recherche préclinique sont un paramètre important pour obtenir 

une réponse qui pourra être extrapolée chez l’homme. Ces doses sont également à l’origine du 

manque de prédictibilité chez l’homme [67]. D’une manière générale, les doses maximales 

tolérées (DMT) chez la souris sont bien plus élevées que chez l’homme, les doses de 

chimiothérapie utilisées sont donc dans la majorité des cas 4 à 5 fois plus élevées que ce qui 

est potentiellement administrable en clinique [148]. Ces données signifient que la 

concentration du médicament dans le sang chez la souris est largement supérieure à ce qui est 

atteignable chez l’homme et peut conduire au final à de fausses réponses positives chez la 

souris. Des études ont ainsi comparé l’effet de chimiothérapies connues pour être actives ou 

non en clinique sur les pathologies tumorales données avec des modèles précliniques [168-

171]. Ils ont évalué chez la souris l’efficacité tumorale de ces agents en utilisant la DMT ou 

en utilisant une dose équivalente à celle utilisée chez l’homme. Sur une large variété de 

tumeurs, incluant des tumeurs pulmonaires, cérébrales ou gastriques, un effet anti-tumoral 

important des agents testés a été observé en utilisant la DMT alors que cela ne correspond pas 

aux profils retrouvés en clinique, soulignant ainsi un taux très important de faux positifs. 

Avec des doses cliniques chez la souris, un profil d’activité similaire est retrouvé entre les 

études in vivo et les résultats chez l’homme [168-171].  

 Ces résultats mettent en avant l’importance du choix des doses pour l’évaluation 

préclinique des nouvelles thérapies. 

 

6. Le Schéma d’administration 

Le schéma d’administration est un paramètre de haute importance dans l’activité d’une 

molécule [172]. Ce paramètre est à considérer en fonction de contraintes cliniques ultérieures. 

Par exemple, la radiothérapie externe est administrée tous les jours, cinq jours par semaine 

dans le cadre du traitement de glioblastome. La plupart des études visant à évaluer les 
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associations chimiothérapie – radiothérapie ne tiennent pas compte de ce schéma de 

traitement et utilisent une seule fraction de radiothérapie. Tsai, et coll. ont étudié l’impact du 

fractionnement de la radiothérapie (1 fraction de 10 Gy vs. 5 fraction de 2 Gy) sur les profils 

d’expression génique de cellules de carcinome mammaire, de carcinome prostatique et de 

gliosarcome [173]. Les résultats obtenus montrent que le fractionnement de la radiothérapie 

non seulement diminue l’efficacité globale de l’irradiation, mais également conduit à un profil 

d’expression génique complètement différent du schéma d’irradiation unique. Une autre étude 

sur l’évaluation préclinique d’une association de la radiothérapie avec un inhibiteur du 

protéasome a montré que selon le protocole d’administration utilisé un effet radio-

sensibilisant pouvait être obtenu ou non [174].  

 

 

C. Évaluation de l’activité anti-tumorale 

Le choix du critère de réponse est un paramètre important. De manière courante, 

l’évaluation de l’activité antitumorale est réalisée, pour les tumeurs sous cutanées, par un 

suivi du volume tumoral mesuré au pied à coulisse [175]. Ce suivi dans le temps du volume 

tumoral permet de déterminer le retard de croissance tumorale, paramètre le plus utilisé dans 

la recherche préclinique en oncologie [159]. Un retard de croissance étant transposable en 

termes de bénéfice chez le patient, il est considéré comme un point d’évaluation pertinent 

mimant la progression de la maladie [165]. D’une manière strictement rigoureuse, pour 

appliquer ce critère de réponse, il faut que 

- la masse de la tumeur soit directement proportionnelle au nombre de 

cellules ; 

- les cellules atteintes par le traitement meurent rapidement 

- et que les cellules restant vivantes reprennent un taux de prolifération 

identique aux cellules contrôle [165].  

Beaucoup de thérapies, comme les radiations ionisantes ne tuent pas les cellules 

immédiatement mais ont un effet retardé après plusieurs générations cellulaires [165]. Dans ce 

cas, ce critère de réponse donne une information qui peut être imprécise sur la mort cellulaire 

[165]. 

Le délai de croissance tumorale est déterminé à partir de deux groupes expérimentaux, 

CTRL vs Traité, l’effectif de ses groupes dépendant de la variabilité. Les souris sont 

randomisées dans les groupes pour s’affranchir de l’hétérogénéité des tumeurs. Les 
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caractéristiques tumorales comme la vitesse de prolifération, l’hypoxie, l’angiogenèse et la 

réponse au traitement pouvant varier au cours du traitement, il est important de répartir les 

souris dans les groupes expérimentaux avec un volume tumoral équivalent. Le volume 

tumoral est suivi plusieurs fois par semaine sur chaque animal jusqu’à atteindre 2, 5 ou 10 fois 

le volume initial. Le délai de croissance tumorale est la différence du temps mis pour les 

tumeurs traitées à atteindre ce volume moins le temps mis pour les tumeurs contrôles à 

atteindre ce même volume (figure 24). Il est donc une mesure directe de l’effet du traitement 

sur la croissance.  

 
Figure 24 : Représentation du calcul de retard de croissance tumorale. Adapté de [165] 

 

Il n’y a pas de consensus concernant le volume final à atteindre ; en fonction du mode 

d’action de la molécule et du volume dé départ, il peut être adapté. Par exemple, pour les 

agents anti-prolifératifs testés sur des tumeurs à croissance rapide, un point final élevé 

apparaît préférable [159]. Ce point doit rester néanmoins conforme aux règles d’éthique. De 

multiples points peuvent être utilisés mais il est admis que plus le volume final est faible, 

meilleure est la prédictivité de l’efficacité de l’agent [176].  

 La réponse aux thérapies peut également être évaluée par l’inhibition de croissance qui 

est calculée comme le rapport du volume tumoral (ou poids tumoral, bioluminescence) du 

groupe traité versus le groupe témoin :  

T/C = (Volume tumoral du groupe traité au jour x / Volume tumoral du groupe témoin 

au jour x) x 100.  

La valeur optimale correspond au T/C minimal qui reflète l’inhibition de croissance 

maximale [165]. Le niveau d’activité anti-tumorale est déterminé en accord avec les critères 

du NCI et permet de déterminer le niveau d’activité du composé : 



 Page 55 

 

-  absence d’activité (T/C>42%),  

- activité modérée (10%<T/C<42%)  

- activité forte (T/C<10%). 

 Une autre évaluation repose sur l’excision de la tumeur et des essais ex vivo pour 

déterminer la survie cellulaire après traitement [177]. Pour cela, à la suite du traitement, la 

tumeur est excisée, une suspension cellulaire est préparée et mise en culture. Après 

incubation, la fraction survivante de cellules peut être déterminée et comparée avec les 

tumeurs contrôle. Cet essai présente la limitation de faire pousser les cellules hors de 

l’environnement mais apporte un gain en terme de temps [177]. 

La survie globale des animaux permet également de définir l’activité d’une molécule, 

on parlera de gain de survie. Cette approche est valable pour les tumeurs hétérotopiques ou 

orthotopiques. 

Dans le cadre des tumeurs orthotopiques, le suivi longitudinal et non invasif de la 

tumeur primitive mais également des métastases est facilité par les techniques d’imagerie in 

vivo qui permettent la détection des tumeurs, l’évaluation de la taille et la possibilité d’en 

connaître les caractéristiques en utilisant des marqueurs moléculaires adaptés. Des avancées 

technologiques majeures permettent désormais de mettre en œuvre, chez le petit animal 

(souris, rat) les mêmes modalités d’imageries que celles utilisées en routine en clinique (TEP, 

IRM, Scanner X…), avec d’excellentes performances en termes de résolutions spatiale et 

sensibilité [178].  

D’autres outils principalement utilisés en recherche préclinique ont été développés et sont 

basés sur la détection de photons : on parle d’imagerie optique ou photonique. C’est le cas de 

l’imagerie de bioluminescence (BLI) qui permet la détection de photon émis par des cellules 

génétiquement modifiées après l’ajout d’un substrat [179]. Une autre modalité d’imagerie 

optique repose sur la détection de la fluorescence [180, 181]. L’utilisation de l’imagerie de 

fluorescence proche infrarouge (pour s’affranchir des problèmes d’absorption et d’auto 

fluorescence) permet la détection de cellules tumorales et permet la vérification en temps réel 

de la qualité d’exérèse de tumeurs [182]. Faisant suite à une injection intraveineuse d’un agent 

de contraste fluorescent dans le proche infrarouge, cette imagerie loco-régionale spécifique 

d’un biomarqueur tumoral (protéase du type cathepsine, intégrines ou antigène tumoral) 

conduit à une amélioration de la sensibilité et de la spécificité de la détection des foyers 

tumoraux [183, 184]. Dans ce type d’application, les modèles animaux ne répondent pas 

obligatoirement à la pertinence clinique physiopathologique mais ils sont représentatifs en 

termes de site d’implantation et de démarche thérapeutique. Par exemple, dans le cadre de 
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l’entraînement des chirurgiens pour la pratique d’un geste chirurgical délicat ou encore pour 

évaluer de nouvelles stratégies comme l’imagerie de fluorescence per opératoire qui dans ce 

cadre pourra être réalisé sur des tumeurs spontanées chez le gros animal comme le chien [185, 

186]. En effet, la clinique vétérinaire est également une ressource dans la recherche 

préclinique et est confrontée à divers types animaux comme le furet (de la même famille que 

le blaireau), ce qui permet d’évaluer et de tester la mise en œuvre de protocoles de traitements 

innovants [187]. 
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II. L’imagerie de Bioluminescence 

 

A. Principes 

 

Le principe de la bioluminescence repose sur la détection de l’émission de photons par 

un organisme vivant avec une caméra CCD de haute sensibilité. Cette émission de photons est 

sous la dépendance de la luciférase, enzyme qui en oxydant un substrat, va permettre 

l’émission de photons. La bioluminescence provenant de la luciole nord américaine est la plus 

utilisée (Phototinus Pyralis). Le gène luciférase (luc) de la luciole va produire l’enzyme qui 

va convertir la D-luciférine, par une série de réactions, en oxyluciférine qui est non réactive 

en émettant des photons à 562 nm (figure 25). Un autre gène (ruc) provenant d’une anémone 

de mer (Renilla Eeniformis) peut être utilisé avec un substrat différent (la coelenterazine) et 

permet l’émission de photons à 482 nm.  

 

 
Figure 25 : Principe de la réaction de BLI dans une cellule. 

 

L’imagerie de bioluminescence nécessite la construction génétique d’une cassette 

contenant le gène de la luciférase dont l’expression sera placée sous la dépendance soit d’un 

gène constitutivement activé (l’ubiquitine C), d’un gène d’intérêt ou de facteurs de 

transcription (NF-κB , HIF-1,…). Ce type de construction avec des promoteurs inductibles 

permet de réaliser une analyse fine de l’expression génique en condition in vivo. Le choix du 
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gène de la luciférase utilisé est important. L’utilisation de la Renilla luciférase présente 

l’intérêt majeur que la réaction enzymatique est indépendante du métabolisme énergétique de 

la cellule (ATP, magnésium) contrairement au gène luc. En revanche, un des obstacles lié à 

son utilisation est la faible stabilité de son substrat dans le plasma sanguin et l’absorption 

importante des photos à 482 nm dans les tissus [188, 189]. En effet, l’absorption des photons 

par les tissus dépend de leur longueur d’onde, le proche infrarouge étant la longueur d’onde la 

moins absorbée. De plus, le signal obtenu avec le gène firefly luc est plus important et est plus 

stable dans le temps [188, 189].  

Lorsque ces cellules génétiquement modifiées sont injectées à une souris, il est alors 

possible de les localiser et de mesurer la quantité de photons émis. Pour cela, l’animal reçoit 

une injection de substrat (la luciférine) par voie i.p. ou i.v. puis est placé dans l’enceinte 

hermétique à la lumière de l’appareil de bioluminescence (figure 26). Il est à noter qu’aucune 

toxicité n’a été rapportée suite à des injections répétées de luciférine. Les photons produits in 

vivo cheminent à travers les tissus jusqu’à la peau où ils forment une image de projection qui 

est acquise avec une caméra CCD (Charged Coupled Device) ultra-sensibles à bas bruit 

refroidie entre -70 et -90°C afin de diminuer le bruit de fond thermique et électronique 

permettant de gagner ainsi en sensibilité. Les photons détectés par la caméra sont ensuite 

convertis en image 2D par un logiciel de traitement. L’intensité du signal de bioluminescence 

dépendra de plusieurs facteurs [190] : 

- Le nombre de cellules exprimant le gène rapporteur 

- L’efficacité du gène rapporteur 

- La disponibilité en cofacteur (ATP et O2) 

- Le temps entre l’injection du substrat et l’imagerie (pharmacocinétique de la 

luciférine considérée) 

- La profondeur du tissu (absorption ; diffusion) 

- L’atténuation du signal (présence d’une peau pigmentée, de poils,…) 

Le signal de BLI est donc proportionnel à la fois au nombre de cellules présentes mais reste 

sous la dépendance de l’activité métabolique de la cellule, en particulier la disponibilité en O2 

et en ATP [191].  

 

L’imagerie de BLI est donc une approche quantitative pouvant être influencée par un 

nombre important de facteurs mais qui permet de suivre dans le temps des processus 

biologiques dans divers domaines d’application comme l’inflammation ou l’oncologie. 
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Figure 26 : Dispositif d’acquisition de bioluminescence IVIS Lumina® (Caliper) 

 

 

B. Applications en inflammation 

 

La bioluminescence reposant sur l’expression génique, il existe un nombre important 

d’applications en fonction du gène transfecté ou encore des cellules. Par exemple, il est 

possible de suivre les processus liés à l’angiogenèse en utilisant une souris transgénique 

VEGF-R2, dont l’ensemble des cellules a été modifié pour exprimer la luciférase sous la 

dépendance du VEGF [192]. La société Caliper® a développé un nombre important de souris 

transgéniques permettant des applications en cardiovasculaire ou encore en rhumatologie 

[193].  

Par exemple, il est possible de réaliser un suivi cinétique de l’activation de NF-κB 

pendant la mise en place d’arthrose dans des modèles animaux de souris transgénique NF-κB 

-luc [193]. Le facteur de transcription NF-κB  est impliqué dans la réponse inflammatoire et 

va, après son activation, induire l’expression de nombreux gènes cible lié au processus 

inflammatoire (interleukines, chemokines,…). NF-κB est un facteur de transcription qui existe 

sous forme latente inactive dans le cytoplasme : il est alors associé à une sous unité 

inhibitrice : I-κB. Cette association avec I-κB empêche la translocation nucléaire de NF-κB. 

La plupart des stimuli activateurs de NF-κB comme le TNFα, l’IL-1, ou encore les radiations 
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ionisantes conduisent à l’activation d’un complexe multi protéique IKK qui phosphoryle I-κB 

au niveau de deux résidus sérines (Ser 32 et Ser 36 pour I-κBα) [194]. Cette double 

phosphorylation est ensuite reconnue par une enzyme de type E3 (enzyme du système 

ubiquitine protéasome) menant à l’ubiquitinylation et la dégradation de I-κB par le 

protéasome. Une fois I-κB dégradé, NF-κB n’est plus séquestré dans le cytoplasme et subit 

une translocation dans le noyau, où il reconnaît un motif spécifique de liaison à l’ADN (motif 

κB) sur la région promotrice de nombreux gènes. Le gène codant pour I-κB fait partie des 

premiers gènes à être transcrits par NF-κB, pouvant ainsi moduler son activation [195]. 

NF-κB induit l’expression de nombreux gènes clés impliqué dans : 

- la régulation négative de la voie de signalisation : I-κBα, I-κBβ… 

- la réponse immunitaire : cytokines, chimiokines, molécules d’adhésion, 

COX2… 

- l’inhibition de l’apoptose : cIAPs, A1/BFL1, BCL-XL, c-FLIP… 

- la prolifération : cycline D1, c-MYC… [196] 

 

NF-κB  peut être activé dans de nombreux cas, allant d’un stress physique 

(température) à un stress chimique. La radiothérapie est connue pour activer ce facteur de 

transcription [11] Des études suggèrent que cette activation interviendrait dans les 

phénomènes de radiorésistance des cellules tumorales, en particulier en stimulant l’expression 

de gènes anti-apoptotiques et en favorisant la prolifération post-irradiation [197]. 

La figure 27 présente le principe de la réaction de BLI quand celle-ci est régulée par le 

facteur de transcription NF-κB. 
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Figure 27 : Principe de la réaction de BLI faisant suite à l’activation de NF-κB  

 

 

Les souris NF-κB  ont été utilisées avec succès dans l’évaluation de l’inflammation 

induite par du TNFα ou du LPS au niveau pulmonaire [198]. Dans le travail de Ansaldi et 

coll. une imagerie de BLI a été effectuée avant puis 3h, 6h et 24h après un traitement avec un 

activateur de NF-κB [198]. Une augmentation progressive du signal de BLI a été observée 

avec un maximum d’activation de NF-κB  dans les 3h suivant l’instillation intratrachéale avec 

du LPS ou TNFα (figure 28). Carlson et coll. ont également évalué l’effet de l’injection de 

LPS par voie intraveineuse chez la souris. Une augmentation de l’activité luciférase a été 

observée dans les poumons mais également dans d’autres organes. Les auteurs ont confirmé 

ces résultats en réalisant de l’imagerie de BLI ex vivo confrontée à une étude de l’activité de 

NF-κB  in vitro [199]. 
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Figure 28 : Cinétique de l’activation de NF-κB  par BLI après administration de LPS ou TNFα 
[198]. 

 

L’étude de l’activité de NF-κB  par BLI dans le cadre de l’inflammation permet 

d’obtenir un nombre important d’information comme la cinétique du processus inflammatoire 

et la localisation des sites impliqués [200, 201]. La souris NF-κB - luc présente toutefois un 

bruit de fond de bioluminescence important, qui est lié à l’activation basale de NF-κB (figure 

29). En effet, ce signal varie avec l’âge et le sexe de l’animal [199]. D’autre part, certains 

organes de l’animal présentent une luminescence basale plus importante que d’autres. Par 

exemple, au niveau de l’abdomen, une expression importante de NF-κB  est retrouvée au 

niveau des plaques de Peyers qui sont situées le long de l’intestin [199]. Cela est également 

observé au niveau du thymus. 
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Figure 29 : Imagerie de BLI d’une souris NF-κB  luc. A gauche la souris est intacte, à droite les 
organes de la souris sont extériorisés. [199] 

D’autres types de souris transgéniques ont été développés dans le cadre d’études sur 

l’inflammation (par exemple des souris dont la BLI est sous la dépendance de promoteurs 

comme iNOS (Nitric Oxyde Synthase) ou IkB) [202]. En utilisant ces souris, il est possible de 

mettre en évidence, avec l’utilisation d’inhibiteurs ou d’activateurs spécifiques, le rôle de NF-

κB  dans des processus inflammatoires bien spécifiques [193]. 

 

C. Applications en cancérologie 

 

L’utilisation de la BLI en recherche préclinique en oncologie est la plus courante. Elle 

a permis de réduire le nombre d’animaux utilisés en proposant une nouvelle méthode non 

invasive pour le suivi de la prolifération tumorale en présence d’un agent antitumoral [179, 

191, 203]. La première expérience de ce type remonte à 1994, l’activité de la luciférase ayant 

été mesurée dans un broyat tissulaire pour évaluer la réponse à une thérapie [204]. Depuis, 

avec l’amélioration de la sensibilité des détecteurs, cette démarche est désormais possible in 

vivo. Dans ce cadre, les cellules tumorales sont transfectés (ou transduites) avec le gène de la 

luciférase sous la dépendance d’un gène constitutivement activé dans la cellule, en général 

l’ubiquitine C. Le gène rapporteur étant intégré dans le génome des cellules tumorales, celui-

ci est répliqué pendant les divisions ce qui permet de suivre la croissance tumorale au cours 

du temps de manière non invasive. La mesure quantitative du nombre de photons émis par la 

tumeur permet donc d’évaluer l’effet de nouvelles thérapies sur la croissance tumorale [205]. 

Le nombre de photons émis augmentant de manière proportionnelle à la division cellulaire, la 
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cinétique de la croissance peut être déterminée en réalisant 2 à 3 imageries de BLI par 

semaine et permet de suivre une éventuelle régression. La BLI étant basée sur un système 

enzymatique dépendant de l’ATP et d’oxygène, seules les cellules métaboliquement actives 

contribuent au signal de BLI qui diminuera si les cellules meurent ou bien se retrouvent en 

conditions hypoxiques. D’une manière générale le signal de BLI est proportionnel au volume 

tumoral mais l’imagerie de BLI étant un système basé sur l’expression génique et un système 

enzymatique, le métabolisme cellulaire intervient dans le signal obtenu [191]. A ce titre, 

l’imagerie de BLI permet de déterminer une activité tumorale. Il n’est pas rare d’observer une 

diminution de la BLI qui va précéder la diminution du volume tumorale, celle-ci intervenant 

bien après la mort cellulaire [179]. Il est ainsi possible de visualiser les plages de nécrose 

présentes dans la tumeur. Une nécrose centrale de la tumeur résultant d’une angiogenèse 

insuffisante apparaît en général dans les 3 à 4 semaines [179]. 

Avec la capacité de détection, l’amélioration des plasmides et du gène de la luciférase 

(luc2), il est maintenant possible de détecter un nombre de cellules extrêmement faible (10 à 

100 cellules), variant selon les modèles [179]. Cette propriété permet, en plus de l’évaluation 

de la croissance tumorale, une localisation de la dissémination des cellules tumorales chez la 

souris et permet ainsi l’étude de la métastasie [206]. Par exemple, il est possible de détecter 

des métastases osseuses de carcinome mammaire d’une taille d’environ 0,5mm3 [207]. 

 

 

Des études suggèrent que l’imagerie de l’apoptose peut être utilisée comme un 

biomarqueur de la réponse à un agent anti-tumoral [208]. Cela est basé sur l’hypothèse que les 

traitements les plus efficaces induisent une apoptose importante dans la tumeur [209]. La 

détection de ces événements permet alors de déceler, de manière extrêmement précoce, 

l’efficacité potentielle d’un nouveau traitement [209]. La détection de l’apoptose peut reposer 

sur l’expression de différents évènements intervenant au cours de ce processus, par exemple, 

le ciblage des motifs phosphatidyl sérine par l’annexine V ou encore l’évaluation de l’activité 

de la caspase 3. La caspase 3 est une enzyme possédant un rôle central dans le déclenchement 

de l’apoptose [210]. En l’absence de stimuli, l’enzyme est présente dans la cellule sous une 

forme inactive (pro-caspase3). L’activation de cette enzyme constitue ainsi une cible 

intéressante pour évaluer la mise en place de processus apoptotique dans la cellule. Basée sur 

la capacité que possède cette enzyme à cliver les fragments Z-DEVD, une luciférine modifiée 

a été synthétisé par la société Promega®. Celle-ci possède un fragment Z-DEVD couplé à sa 

structure, ce qui l’empêche d’être utilisée par la luciférase. Dans les cellules apoptotiques, ce 
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fragment est clivé par la caspase 3 activée, la luciférine est ainsi libérée et peut interagir avec 

la luciférase pour induire l’émission de photons [211-213]. Le signal de bioluminescence 

obtenu est proportionnel à l’activité de la caspase 3 et reflète le taux d’apoptose des cellules. 

Le principe de fonctionnement de cette bioluminescence en utilisant la Z-DEVD luciférine est 

détaillé sur la figure 30. 

 

 

Figure 30 : Principe de l’imagerie de l’apoptose par bioluminescence 

 

Cette détection de l’apoptose reposant sur l’activité de la caspase 3, il est impératif que 

la thérapie utilisée induise une apoptose caspase dépendante. Dans ce contexte, Scabini et 

coll. ont évalué cette nouvelle luciférine modifiée sur deux lignées cellulaires différentes avec 

des chimiothérapies connues pour induire de l’apoptose caspase 3 dépendante dans leurs 

modèles [211]. Une augmentation du signal de BLI a été observée 24h après le traitement. 

Cependant, les auteurs suggèrent de réaliser une imagerie de BLI standard pour normaliser les 

résultats obtenus avec la Z-DEVD luciférine [211]. Cela permet d’obtenir un signal 

d’apoptose fiable ne dépendant pas du signal de BLI standard qui est lié à l’activité luciférase. 

En effet, il a été observé que les traitements qui provoquent des arrêts du cycle cellulaire 

entraînent une augmentation de la synthèse de la protéine de la luciférase conduisant 

artificiellement à une augmentation de la BLI [211].  

 La détection de l’apoptose par bioluminescence étant particulièrement séduisante, des 

études avec cette Z-DEVD ont été réalisées au sein du laboratoire. Les résultats de ces études 

sont décevants, aucune différence de signal de BLI n’a été observée, et cela même en 
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reproduisant à l’identique le protocole décrit dans la publication de Scabini. Cette luciférine 

bien que très attractive, apparaît particulièrement difficile d’utilisation en raison du nombre de 

facteurs intervenants dans son métabolisme (i. e. double clivage enzymatique…) 

 

En conclusion, l’imagerie de BLI est couramment utilisée en recherche préclinique et 

permet de manière non invasive de documenter de nombreux processus comme 

l’inflammation ou l’apoptose. Cependant, elle peut présenter plusieurs limites induisant une 

forte variabilité des résultats. La réaction de BLI est dépendante de la présence d’ATP, 

d’oxygène et de la luciférine. Le signal obtenu est donc lié au métabolisme cellulaire. Dans le 

cadre de tumeurs de taille importante, l’oxygène ou encore la luciférine elle-même peut ne pas 

atteindre les cellules centrales, ce qui ne permettra pas de les détecter [206]. De plus, les 

cellules tumorales ont la capacité d’utiliser un métabolisme anaérobie, ne consommant pas 

d’oxygène et ne produisant pas d’ATP. Dans ce cadre, il sera impossible par imagerie de BLI 

de détecter ces cellules [206]. Une dernière problématique concerne la quantification des 

photons émis par la tumeur. L’intensité du signal va dépendre à la fois de la tumeur, mais 

également des tissus traversés, les photons subissant de l’absorption et de la diffusion. La 

localisation de la tumeur, par exemple situé en orthotopique ou sous cutanée pourra alors 

présenter un impact sur la quantification et pour comparer les valeurs obtenus, il est 

nécessaire de faire une correction par analyse spectrale [214]. Par ailleurs, la quantification de 

BLI devient également complexe dans le cadre de modèles disséminés pour lesquels chaque 

foyer d’activité tumorale va donc présenter une composante d’absorption/diffusion de photons 

qui lui est propre.  

 

 



 Page 67 

 

Chapitre 3 : Les plasmas froids 

 

D’une manière générale, les plasmas sont des gaz ionisés (encore dit excités) et sont 

considérés à ce titre comme le 4ème état de la matière. L’état plasma est obtenu après 

excitation d’un gaz, aussi bien l’air ambiant qu’un gaz noble (argon, néon, hélium…) par un 

apport d’énergie, sous forme électrique ou radiative par exemple. Le plasma est un état 

transitoire, qui disparaît plus ou moins vite en fonction des caractéristiques du milieu.  

La composition du plasma est de nature complexe, il contient des ions, des électrons, 

des radicaux et des espèces excitées. Le terme « plasma » en physique a été emprunté au 

monde de la biologie par la ressemblance du plasma physique en termes de complexité 

moléculaire au plasma sanguin [215]. Il est également à noter qu’une émission de radiation, 

notamment UV, est généralement associée au plasma, ainsi que la présence d’un champ 

électrique transitoire.  

La température des électrons (Te) qui composent le plasma est en général très élevée 

(>10.000 K), tandis que la température des particules neutres et des ions (Ti) qui donnera la 

température globale du plasma dépend du type de plasma considéré et peut ainsi varier de la 

température ambiante jusqu’à une température >107 K. Le plasma peut alors être considéré 

comme froid (Ti<<Te) ou chaud (Ti~Te). Du fait de cette différence importante de 

température entre Te et Ti, les plasmas froids peuvent également être appelés plasmas hors 

équilibre. Le soleil ou les éclairs sont des plasmas chauds présents de manière naturelle, 

tandis que les plasmas froids sont plus couramment rencontrés dans les laboratoires. Le 

développement récent des plasmas froids atmosphériques de laboratoire à des température 

n’excèdant pas 40°C, permet d’envisager de nouveaux domaines d’application, en particulier 

pour le milieu biomédical. En effet, jusqu’à ce jour, les plasmas utilisés dans le domaine 

médical étaient principalement des plasmas chauds, notamment pour leurs effets thermiques, 

par exemple dans le cadre de la cautérisation. Un des dispositifs médicaux basé sur les 

plasmas chauds le plus utilisé en milieu hospitalier est un appareil permettant la coagulation 

par plasma argon (APC) lors d’interventions chirurgicales [216].  

Dans ce chapitre, les différentes sources et les plasmas ainsi générés seront présentés 

dans une première partie. Nous aborderons ensuite la composition du gaz et la détection des 

espèces générées et pour finir les différentes applications biomédicales avec les mécanismes 

d’action associés. 
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I. Les sources de plasmas froids 

 

Il existe deux grandes catégories de plasmas, qui vont se distinguer par leur mode de 

génération, leur mode de propagation et les espèces réactives misent en jeu. Les plasmas 

peuvent être regroupés en deux catégories, les plasmas DBD et les plasma jets [217]. Les 

caractéristiques de ces deux types de plasma sont détaillées dans le tableau iv. Le principal 

plasma direct utilisé est la DBD (Dielectric Barrier Discharge – décharge à barrière 

diélectrique), il sera détaillé dans la partie suivante. Il est important de noter qu’il n'existe 

qu’un seul dispositif de génération de plasma froids qui est commercialisé par une société 

allemande (NeoPlasTool®), ce qui signifie que toutes les autres sources sont développées au 

sein de laboratoires académiques ou industriels et ne sont donc pas disponibles pour 

l’ensemble de la communauté scientifique. Cette spécificité permet à chaque laboratoire 

d’ajuster de manière très fine les paramètres de sa source en fonction du type d’application 

considéré et ainsi d’obtenir des effets plus spécifiques. En revanche, il est difficile de 

comparer les résultats d’un groupe à un autre.  

 

Tableau IV : Les différentes sources de plasma froid. Adapté d’après [218] 
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A. La décharge DBD 

1. Généralités 

 

Le plasma direct le plus couramment utilisé est la FE-DBD (Décharge à barrière 

diélectrique avec électrode flottante). Dans le cas d’une décharge DBD, le plasma est 

généralement créé entre deux plaques de métal plat parallèles qui sont recouvertes d’une fine 

couche de matériau diélectrique. Un courant électrique de haute fréquence (variant du Hz au 

kHz) est utilisé avec une tension de l’ordre du kV. Ceci permet de générer un plasma entre les 

deux électrodes lorsque celles-ci sont séparées d’une distance inférieure à quelques 

millimètres. Le gaz présent entre les deux électrodes est alors ionisé et crée un plasma (figure 

31). La couche de diélectrique permet d’éviter le passage à l’arc et de réduire le courant 

présent dans le plasma à quelques mA [219].  

 

 

Figure 31 : Schéma d’une décharge DBD 
 

La décharge FE-DBD utilise, quant à elle, une première électrode recouverte d’un 

diélectrique et c’est la zone d’application du plasma (par exemple la peau) qui sert de seconde 

électrode. Cette dernière est alors qualifiée d’électrode flottante (figure 32).  

 

Figure 32 : Photo d’une décharge à barrière diélectrique (FE-DBD) dans l’air 
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Ainsi, la surface de l’électrode peut être adaptée en fonction de la surface de la zone 

d’application du plasma. Ce type de plasma présente l’avantage d’être très réactif, la zone de 

traitement étant directement en contact avec les espèces actives générés par le plasma. Cela 

est particulièrement vrai dans le cas des espèces réactives de demi-vie courte. L’inconvénient 

majeur de ce type de décharge est son manque de flexibilité, la distance de traitement entre 

l’électrode et le tissu devant être faible. Par ailleurs, le courant de faible intensité traversant le 

tissu traité peut être à l’origine d’effets thermiques ou encore de la stimulation électrique de 

muscles. De par l’excitation du gaz mais également à cause du courant électrique présent, il 

est admis qu’une DBD peut provoquer un échauffement de la zone traitée d’une dizaine de 

degrés maximum [217, 220].  

 

Le plasma produit par FE-DBD très réactif contient de nombreuses espèces actives qui 

sont détaillées dans le tableau I. Ces espèces, avec les autres éléments du plasma (les UV, le 

champ électrique) pourront agir directement sur la zone traitée. La composition du plasma 

dépend du gaz dans lequel le plasma est généré, mais également de la distance de traitement 

ou encore de la durée, ce qui signifie que la composition peut être adaptée en fonction des 

espèces en présence ou de l’effet désiré. Les effets biologiques de ce type de plasma seront 

traités plus loin dans ce manuscrit. 

 

Tableau V : Concentrations relatives des espèces 
chargées et neutres dans la phase gazeuse d’une 

DBD. Adapté d’après [219, 221] 

Espèces générés dans le plasma Densité (cm-3) 

Superoxyde (O2•
-), électrons 1010-1012 

Hydroxyl (OH•) 1015-1017 

Peroxyde d’hydrogène 1014-1016 

Oxygène singulet 1014-1016 

Ozone (O3) 1015-1017 

Oxyde nitrique (NO) 1013-1014 

Ions Positifs (M+) 1010-1012 
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2. Exemple de la décharge DBD du laboratoire 

La décharge DBD va être caractérisée par différents paramètre qui vont jouer sur le 

plasma généré que soit au niveau de sa composition et de sa réactivité (figure 33). Les 

paramètres principaux intervenant sont : 

 

- La tension appliquée à l’électrode pour l’excitation du gaz 

- Le type de diélectrique et sa surface 

- Le type d’impulsion (ns, µs,) 

- La fréquence 

- Le temps d’application 

 

 

Figure 33 : Allure typique des impulsions électrique appliquées aux bornes des électrodes pour 
générer le plasma. 

 

Ces paramètres vont influencer la décharge plasma et peuvent être ajustés pour obtenir le 

type de plasma désiré. C’est en partie cette possibilité de réglage qui complique de manière 

importante la comparaison de résultats d’un laboratoire à l’autre. De plus, à ce jour, aucune 

norme n’a été établie pour définir les doses appliquées pendant un traitement plasma. Les 

doses généralement retrouvées dans la littérature sont soit en temps de traitement (s ou min), 

soit en J/cm².  

Le paramètre primordial est de connaître la quantité d’espèces générées dans le plasma. 

Celui-ci sera en partie dépendant du nombre de décharge (pulses) que l’objet à reçu, c’est-à-
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dire du temps de traitement et de la fréquence qui permet ainsi de calculer un nombre de 

pulses total. Cependant, ce nombre de pulse ne prend pas en compte la tension/courant 

appliquée, ni le type de diélectrique. La tension/courant appliquée et la tension/courant pour 

l’excitation du gaz peuvent varier de manière importante suite à des déperditions d’énergie. 

C’est cette mesure détaillée en partie expérimentale qui a permis à notre équipe de déterminer 

la puissance du plasma généré. L’équipe de Fridman, quant à elle, a déterminé la puissance de 

son plasma en calculant l’apport d’énergie apporté par sa décharge grâce à un système de 

calorimétrie [222]. 

 

La décharge développée au sein du laboratoire est une DBD proche de celle décrite par 

ailleurs [223]. Le générateur est alimenté en 220V, cette tension est transformée en 

impulsions électriques qui sont de durée µs, la tension appliquée peut atteindre 23kV. Le 

système permet de faire varier la fréquence du monocoup à plusieurs kHz. La barrière 

diélectrique utilisée est du verre d’une épaisseur de 1 mm. Une caractérisation 

spectroscopique des espèces générés sera détaillé ultérieurement en partie expérimentale. 

 

 

B. Les Plasma Jets 

 

1. Généralités 

La caractéristique principale de ce type de plasma est qu’il est produit entre deux 

électrodes, et se propage ensuite jusqu’à la zone d’application via un flux de gaz. Il en existe 

un très grand nombre, qui sont pour la plupart encore développés en laboratoire de recherche 

(figure 34). Le plasma Kinpen®, commercialisé par la société allemande NeoplasTool, est la 

seule source plasma disponible à l’achat actuellement.  
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 Ce type de décharge présente l’avantage d’être très flexible pour différents types 

d’applications comme le traitements de tissus [224]. De par sa configuration, la zone de 

génération du plasma se situe à distance de la zone de traitement, le plasma est généré au 

niveau de l’électrode par un apport d’énergie en présence d’un flux de gaz qui permettra au 

plasma de se propager jusqu’à la sortie du tube dans lequel il a été généré (figure 35).  

 

 

Figure 35 : Schéma de fonctionnement d’un plasma Jet 

 

 

Le plasma étant généré dans une enceinte confinée, les espèces initialement présentes 

seront principalement dérivées du gaz utilisé (généralement de l’argon ou de l’hélium). En 

revanche, lorsque le plasma atteint la sortie du tube, il va rencontrer l’air et ainsi provoquer 

l’excitation des molécules présentes dans l’air [225]. Dans cette zone, on parle de plume 

plasma. Ce phénomène va ainsi permettre d’obtenir au sein du plasma des espèces actives 

Plasma jet 

Plasma needle Plasma kinpen® 

Figure 34 : Différents types de plasma indirect 
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proche de celles observées lors d’une décharge DBD. La possibilité de faire des décharges 

dans des gaz ou mélanges de gaz permet de faire varier la production d’espèces générées. Les 

gaz généralement utilisés sont les gaz rares comme l’argon, l’hélium ou le néon, auxquels 

peut être ajoutée une fraction d’oxygène. La variation de l’ensemble de ces paramètres 

conduit à des compositions différentes en espèces réactives. Un des avantages des plasmas 

Jets est la possibilité d’appliquer les plasmas de manière flexible dans la zone de traitement 

désirée. De plus, la source haute tension, comme l’électrode, se trouve à une distance 

importante de la zone traitée, limitant ainsi le risque électrique. Les mécanismes de 

propagation du plasma dans les capillaires sont toujours à l’étude, tout comme les 

caractéristiques de la plume plasma. Le plasma Jet développé au sein du laboratoire GREMI 

est appelé le Plasma Gun. Il est présenté en détails dans le paragraphe suivant.  

 

2. Le plasma Gun 

 

Le plasma Gun est une variété de plasma Jet possédant trois caractéristiques 

principales :  

- une génération de plasma dans des capillaires de faible diamètre sur des 

distances supérieures à 1 m,  

- l’utilisation d’un débit de gaz très faible inférieur à 1L/min  

- une vitesse de propagation du plasma dans le capillaire à des vitesses 

supérieurs à 107 cm/s [226]. 

La photo du système est présentée sur la figure 36. L’ensemble de ce système développé au 

sein du GREMI a été breveté en 2007 [227].  
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Figure 36 : Photo du Plasma Gun en fonctionnement 

 

Ce dispositif permet de générer des colonnes de plasmas pulsées à la pression 

atmosphérique (PAPS : Pulsed Atmospheric Pressure Plasma Sream). Le front d’ionisation 

qui compose la tête du PAPS, partie la plus lumineuse, a souvent été dénommée « balles » 

plasma. Cette appellation n’est plus appropriée car il n’ya pas transfert de matière mais 

simplement transfert d’excitation et d’ionisation. Le réacteur du plasma gun est décrit en  

figure 37, celui-ci se compose électrode interne en tungstène et d’une tube diélectrique.  

 

Figure 37 : Schéma du réacteur du plasma Gun 

 

Le tube de sortie peut être relié à des capillaires dont le diamètre peut varier de 

quelques micromètres à plusieurs millimètres (figure 38). Ce type de raccordement permet 

d’envisager la réalisation de traitements in situ en particulier des applications endoscopiques, 
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le plasma pouvant ainsi être délivré dans des zones difficiles d’accès au contact direct du 

tissu. Pour les expériences réalisées dans ce travail, le générateur utilisé pour cette décharge 

est identique à celui utilisé pour générer le plasma DBD, ce qui signifie que les pulses utilisés 

sont également de type µs. Une tension pulsée de 20 kV est appliquée aux électrodes avec un 

taux de répétition pouvant varier de quelques Hz à quelques kHz (1 à 4000 Hz).  

 

 

Figure 38 : Schéma d’application in situ du plasma gun 

 

 

II. Les applications biomédicales des plasmas froids 

 

L’utilisation des plasmas froids dans le domaine biomédical est un nouveau champ de 

recherche en pleine expansion. Les domaines d’application vont de la stérilisation 

d’instruments médicaux, à la décontamination des mains jusqu’à l’évaluation du  plasma 

comme agent anti-inflammatoire dans le cadre du traitement de colite chez la souris [228] ou 

encore en cosmétologie [229]. Dans cette partie, l’application du plasma dans les domaines de 

la stérilisation, axée plus particulièrement dans le cadre de la cicatrisation, et la coagulation 

du sang sera tout d’abord traitée. 
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A. Décontamination / Stérilisation et cicatrisation 

 

1. Généralités 

 

Historiquement, les plasmas en médecine étaient utilisés pour leurs propriétés 

thermiques, en particulier pour la stérilisation ou la cautérisation [230]. Les progrès dans le 

développement des plasmas froids ont permis d’explorer l’utilisation des plasmas froids en 

décontamination/stérilisation et c’est aujourd’hui le domaine d’application le plus avancé, 

concernant le plus d’équipe de recherches, et pour lequel les mécanismes d’action sont les 

mieux décrits. La stérilisation/décontamination est très utilisée dans la vie courante, que ce 

soit en milieu industriel (désinfection des sols à la serpillière) ou hospitalier. Ainsi, la 

stérilisation des instruments médicaux est un enjeu majeur de santé publique, en particulier 

avec l’émergence des souches bactériennes multi-résistantes aux antibiotiques. Jusqu’à 

présent, la stérilisation reposait sur l’utilisation d’une température élevée (autoclaves [231, 

232]) ou de produits chimiques comme l’oxyde d’éthylène [233, 234], l’ozone [235, 236] ou 

le chlore [237, 238]. Cependant, ces méthodes posent des problèmes à la fois de traitements 

d’effluents mais peuvent également détériorer le matériel sensible ou encore provoquer de la 

toxicité [239].  

Depuis la première démonstration de l’effet des plasmas sur des bactéries en 1996 

[240], de nombreuses équipes travaillant dans le domaine ont également démontré l’efficacité 

cytotoxique importante que possède le plasma [230, 241-243]. Ces résultats ont été obtenus 

aussi bien sur des bactéries gram négatives, gram positives mais aussi sur biofilms, les 

champignons, ou encore les virus [241, 244]. D’une manière générale, le plasma possède une 

activité importante contre les micro-organismes, mais nous pouvons noter par exemple une 

activité plus importante envers les bactéries gram négatives que gram positives. Les 

mécanismes d’actions seront détaillés plus précisément dans la partie suivante, mais cet effet 

est lié en partie à sa possibilité d’accéder dans des zones étroites et confinées [220]. Cela a 

entraîné le développement de deux champs distincts : la stérilisation de surfaces [245] et la 

décontamination de tissus biologiques comme la peau [217, 246, 247]. Ce deuxième champ 

est motivé par la désinfection de tissus vivant comme les blessures ou encore des maladies 

cutanées. Dans ce scénario, l’interaction directe du plasma avec le tissu à traiter est inévitable 

donnant lieu à des questions sur la toxicité de ce type de traitements sur les tissus traités, avec 

les dommages potentiels aux tissus sains [217]. Les propriétés du plasma peuvent être 
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modulées de manière importante pour obtenir des espèces d’intérêt particulier pour une 

application donnée. L’application du plasma sur les tissus doit être modulée finement et pour 

cela, l’identification précise des espèces ainsi que leurs concentrations optimales d’utilisation 

doit être déterminée.  

Les équipes allemandes sont les plus avancées dans la désinfection de tissus vivant 

(MPI-MPE Garching). Un prototype de désinfection des mains a ainsi été développé [248]. Ce 

système permet avec une décharge de plasma froid une désinfection en quelques secondes de 

la main (figure 39).  

 

 
Figure 39 : Prototype développé pour la décontamination rapide des mains par plasma [248] 

 

Ce système présente de nombreux avantages pour une utilisation en milieu hospitalier, 

un faible encombrement, une désinfection rapide (quelques secondes) et une efficacité sur de 

nombreux micro-organismes. L’efficacité du plasma sur des staphylococcus résistant à la 

méticilline a été prouvé en utilisant un autre dispositif (MRSA – Méthicilline Résistant 

Staphylococcus Aureus) (figure 40).  



 Page 79 

 

 

 
Figure 40 : MRSA traité pendant 2 min par plasma froid, une zone d’inhibition de 5 cm de 

diamètre est observée [220]. 

 

Au niveau clinique, une source de plasma froid à pression atmosphérique 

(MicroPlaSter®) est cours d’évaluation de phase I et II pour la décontamination de plaies 

(figure 41). Le traitement standard des plaies est basé sur l’utilisation d’une large variété 

d’antibiotiques qui peut conduire dans le temps à l’induction de résistances bactériennes mais 

également à l’apparition de phénomène allergiques. Les infections bactérienne empêchent les 

processus de cicatrisation et entraînent des douleurs importantes [249].  

La source plasma développé par les équipes Allemandes présente une efficacité de 

réduction bactérienne de souches représentatives d’infections de plaies, en particulier d’ulcère 

de la jambe [218, 250]. D’autre part, aucune résistance primaire ou secondaire n’a été 

observée après traitement au plasma [218, 250].  
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Figure 41 : Photos de la source de plasma MicroPlaSter® 

 

Les résultats de la phase I font état d’un bénéfice important du traitement avec le 

plasma dans le cadre de plaies chroniques infectées. Le traitement provoque une réduction 

importante de la charge bactérienne et n’est accompagné d’aucune douleur, et aucun effet 

secondaire n’a été rapporté. L’efficacité de ce système a été confirmée dans une étude de 

phase II qui a recruté plus de 150 patients avec des infections chroniques de plaies ou des 

ulcères. Ces patients ont reçu en moyenne 9,2 séances de traitement d’une durée de 2 à 5 

minutes. Le traitement a été très bien toléré par l’ensemble des patients et aucun effet 

secondaire n’a été décrit. Une réduction significative de 34% de la charge bactérienne a été 

observée entre les plaies traitées au plasma et les plaies non traitées [251]. D’autre part, une 

cicatrisation plus rapide a été observée pour les plaies traitées par le plasma froid (figure 42). 

Ces résultats très prometteurs sont les plus avancées parmi l’ensemble des applications des 

plasmas froids.  

 
Figure 42 : Ulcère infecté de la jambe avant traitement (à gauche) et après 20 séances (5 

semaines) de traitement au plasma froid généré avec le MicroPlaSter (à droite) [218]. 
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2. Mécanismes d’action 

Avec l’ensemble des résultats obtenus dans le domaine de la 

stérilisation/décontamination, les mécanismes d’action majeurs du plasma froid sur les micro-

organismes sont les mieux décrits. Cependant, les effets dose dépendants allant d’effets létaux 

(mort cellulaire [252, 253]), sub-létaux (action bactériostatique [254]) et non létaux avec des 

changements métaboliques [255] sont encore des phénomènes complexes dont les 

mécanismes ne sont pas complètement établis. 

Les plasmas froids étant composés de différents éléments (ROS et RNS, température, 

champ électrique, radiations UV, espèces excitées et particules chargées), il est important de 

discriminer l’importance des différents constituants dans le pouvoir désinfectant du plasma 

(figure 43). 

 

 

Figure 43 : Les différents composants du plasma froid. Adapté d’après [256] 

 

• Un des paramètres connus pour inactiver des microorganismes est la 

température. Le plasma froid possède une température proche de la température ambiante, 

l’ensemble des mesures de température du gaz ne montrant aucune augmentation significative 

[257]. De ce fait, l’ensemble des auteurs concluent à un effet négligeable de la température.  
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• Les radiations UV ont été largement étudiées pour leur pouvoir germicide et 

sont utilisés en routine dans de nombreux types d’application nécessitant une stérilisation. Les 

lampes UV à mercure sont décrites pour induire des dommages létaux aux cellules, en 

particulier une dimérisation des bases thymidiques au niveau de l’ADN, ce qui bloque la 

capacité de réplication des bactéries [258]. La génération d’UV par le plasma dépend du type 

de décharge utilisé mais aussi du type de gaz. Toutefois, cette production d’UV est minime 

[257]. La production d’UV émise par la source plasma utilisée dans les essais clinique 

(MicroPlaSter) a été comparée à une exposition naturelle au soleil. Pour les UVA, 1 min de 

plasma correspond à une exposition de 5 min au soleil, pour les UVB : 1 min de plasma 

correspond à une exposition d’1 min au soleil et pour finir concernant les UVC : 1 min de 

plasma correspond à 10s au soleil. Ces données sont récapitulées dans le tableau suivant ( 

• TABLEAU VI).  

 

Tableau VI : Comparaison des intensités de radiation UV pour une exposition de 5 min entre 
entre le soleil et le plasma froid [218] 

Exposition de 5 min UVC (180-280 nm) UVB (280-320 nm) UVA (320-400 nm) 

Soleil 1 - 2,5 µW/cm² 30 – 50 µW/cm² ~ 600 µW/cm² 

Plasma MicroPlaSter 10 - 16 µW/cm² 40 – 60 µW/cm² < 100 µW/cm² 

 

De plus, d’autres expériences visant à sélectionner les composants pouvant interagir avec les 

bactéries ont été menées. En plaçant une plaque de quartz entre la décharge et l’échantillon à 

traiter, seuls les UV peuvent atteindre la cible. Les auteurs n’ont observé aucun effet 

important des UV produits par les plasmas sur les bactéries. Dans ce contexte, l’émission 

d’UV semble être un paramètre n’ayant qu’une faible influence.  

 

• Les particules chargées et le champ électrique présents dans le plasma  

peuvent présenter un rôle non négligeable dans les effets de rupture de la membrane externe 

des bactéries [259-261]. Des études ont montré que l’accumulation de charges sur la face 

externe de la membrane des bactéries conduit à un dérèglement des forces électrostatiques 

produisant la rupture de la membrane puis une fuite du cytoplasme et la mort bactérienne 

[262, 263]. Ce type d’effet n’est pas observé sur les cellules eucaryotes qui sont bien plus 

tolérantes aux charges et champs électrique [264]. De nombreux agents désinfectants utilisent 

d’ailleurs cette propriété pour spécifiquement éliminer les bactéries sans effet sur les cellules. 

La chlorhexidine, un puissant antiseptique, est une solution cationique qui agit en se fixant sur 
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la membrane et en inactivant les charges négative conduisant finalement à l’inactivation de la 

bactérie [263]. 

  

• Les espèces réactives (RS), que ce soit les ROS ou les RNS ont un rôle 

prédominant dans l’effet du plasma sur les micro-organismes. Suivant le type de décharge ou 

le gaz utilisé, les concentrations en RS peuvent varier dans la décharge plasma. Parmi ces RS, 

deux molécules sont particulièrement intéressantes et décrites pour intervenir principalement 

dans le cadre de la stérilisation par plasma, il s’agit du H2O2 et de l’Ozone. Ces molécules ont  

déjà été décrites pour présenter un effet germicide important [128, 265]. Concernant le rôle du 

H2O2, l’équipe de A. Fridman a déterminé la concentration de H2O2 produite par une DBD 

[266]. Il a été observé une production linéaire de H2O2 en fonction du temps de traitement par 

plasma. Avec une dose élevée de 12 J/cm², le plasma produit l’équivalent de 6,5 mmol/L de 

H2O2 dans 1 mL d’eau. Il apparaît que pour obtenir un effet proche d’une faible dose de 

plasma (0 ,5 J/cm²) avec du H2O2 seul, il faut une concentration de H2O2 très importante, de 

l’ordre de 200 mmol/L, soit une concentration largement supérieure à ce qui peut être généré 

par le plasma. Ces données mettent en lumière que le H2O2 joue un rôle dans l’effet 

antiseptique du plasma, mais ce composant n’est pas le candidat prépondérant. Il est important 

de rappeler que le H2O2 généré par le plasma n’est pas seul mais en présence de nombreux 

autres RS qui peuvent, en interagissant ensemble, présenter un effet potentialisé. Le rôle de 

l’ozone a également été évalué dans l’effet inactivateur du plasma froid. En utilisant des 

concentrations identiques d’ozone à celles générées par le plasma, les auteurs concluent que 

comme le H2O2, l’ozone ne présente pas un rôle majeur [266]. Même si le sujet reste débattu, 

il semble que les deux composés présentant le rôle le plus critique pour expliquer l’effet 

antiseptique du plasma (hormis les espèces chargés) sont le radical OH. et l’anion superoxyde 

O2-. Le radical OH. est à l’origine d’un phénomène oxydatif important au niveau cellulaire et 

l’anion superoxyde possède une réactivité importante envers les molécules biologiques, en 

particulier les protéines mais également l’ADN ou des dégâts important peuvent être générés 

[266]. L’ensemble de ces dégâts conduisant au final à la destruction du micro-organisme. 

 

Concernant la cicatrisation, ce processus physiologique est multiétapes et nécessite 

tout d’abord une stérilisation de la plaie, puis les phénomènes de régénération tissulaire se 

mettent en place pour la fermeture de la plaie. Le plasma est un promoteur de la cicatrisation 

en agissant comme stérilisateur mais pas seulement [218]. En effet, il a été démontré que le 

plasma permet aussi la promotion de la cicatrisation par la stimulation de la régénération 
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tissulaire [217]. L’effet bénéfique du plasma sur la cicatrisation est lié à l’importante 

production exogène d’oxyde nitrique (NO). Le NO est décrit pour être un vasodilatateur 

important, capable de stimuler les fibroblastes et présentant également une action anti 

bactérienne [267]. Il existe d’ailleurs des études basées sur la NO - Thérapie qui utilise un 

générateur de NO (le Plazon) dans le cadre du traitement d’ulcères [268, 269]. Ces études 

montrent que le traitement de plaies avec du NO permet de multiplier par 2,5 la vitesse de 

cicatrisation [268, 269]. Cet effet sera discuté plus en détail dans la partie décrivant les effets 

du plasma sur les cellules eucaryotes. 

En conclusion sur les mécanismes d’actions du plasma dans le cadre de la stérilisation 

et de la cicatrisation, il apparaît que les espèces chargées ont un rôle majeur dans la 

déstabilisation de la membrane et que les RS, en particulier l’anion superoxyde, présentent 

une activité importante. Même si les autres RS et les autres constituants du plasma semblent 

présenter un rôle mineur, il ne faut pas les exclure car au final c’est bien la combinaison de 

l’ensemble de ces paramètres qui conduit à l’effet observé.  

 

B. Coagulation/hémostase 

 

L’hémostase regroupe les différents mécanismes assurant la prévention des 

saignements spontanés et l'arrêt des hémorragies en cas de rupture de la continuité de la paroi 

des vaisseaux sanguins. Plusieurs acteurs interviennent dans cette fonction physiologique : la 

paroi du vaisseau, les plaquettes, les systèmes de la coagulation (les facteurs de la coagulation 

présent dans le plasma) et de la fibrinolyse. L’hémostase est souvent nécessaire au décours 

des opérations chirurgicales qui nécessitent le contrôle des saignements. 

 

1. Applications 

L’utilisation des plasmas dans ce domaine d’application a débuté il y a 30 ans par 

l’utilisation des plasmas chauds avec un dispositif très utilisé en chirurgie de nos jours. Il 

s’agit de l’APC (Argon Plasma Coagulateur) qui sert principalement à la découpe de tissu et à 

l’hémostase (figure 44). Son principe de fonctionnement repose sur l’effet thermique avec une 

dénaturation des protéines et une dessication des tissus [216].  
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Figure 44 : L’APC en fonctionnement sur un tissu 

La profondeur d’action est limitée à 2-3 mm, ce qui fait de ce système un outil relativement 

maniable et sûr. Les principales complications rapportées sont la douleur, les saignements, les 

perforations et le risque d’explosion [270-272]. Une coagulation avec des mécanismes 

d’action plus respectueux des tissus pouvant être un plus, des études récentes ont évalués 

l’intérêt du plasma froid dans ce cadre. Ces études ont montré qu’une température élevée n’est 

pas nécessaire pour la coagulation [273, 274]. En effet, l’application d’un plasma généré par 

DBD pendant 15s permet la formation immédiate d’un caillot sanguin (figure 45).  

 

 
Figure 45 : Coagulation d’une goutte de sang totale. A gauche, une goutte de sang non traité, et à 

droite une goutte de sang traité pendant 15s au plasma [273]. 

 

Ces données obtenues in vitro semblent mettre en œuvre des processus de coagulation naturel 

et n’est absolument pas lié a un effet de la température du plasma. Les données obtenues ont 

été confirmées in vivo chez la souris SHK1. Dans cette étude, les auteurs ont réalisé une 

lésion sur la veine saphène et ont appliqué un traitement DBD de 15s (figure 46). Le 

traitement au plasma permet de stopper le saignement dès le début de l’application [273].  

 

Caillot 
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Figure 46 : Coagulation après traitement plasma chez la souris. A gauche avant le traitement et 

à droite après 15s de traitement avec la DBD [273]. 

 

Ces résultats ont par ailleurs été confirmés chez le rat lors d’une collaboration entre notre 

équipe et les laboratoires de F. Clément (LCABIE - IPREM / UMR 5254 – Université de Pau) 

et J.P. Cambus (Laboratoire d’Hématologie - CHU Rangueil U858/I2MR INSERM, 

Université Paul Sabatier). Nous avons observé une réduction significative du temps de 

saignement lors d’une incision standardisée de la queue chez le rat (figure 47). Le temps de 

saignement pour les rats CTRL est de l’ordre de 100s, alors que le temps de saignement est 

raccourci à 50s pour les rats traités avec le plasma Gun pendant une durée de 30s. 

 

 
Figure 47 : Temps de saignements chez le rat. A gauche, une photo de l’incision standardisée sur 

la queue de rat. A droite, temps de saignement moyen pour les rats CTRL et traités au plasma. 
(n=12, moyenne +/- SEM) 

 

2. Mécanismes d’action 

Les mécanismes de coagulation résultant d’un traitement au plasma froid sont pour le 

moment très peu décrits dans la littérature. Une seule équipe s’est intéressé à ces mécanismes 

jusqu’à ce jour, et ceux-ci ne sont pas validés par l’ensemble de la communauté et peuvent 

prêter à discussion [217, 273, 274]. Il est cependant admis que le plasma induit une 

coagulation via un phénomène physiologique qui reste encore à définir. La température est 
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clairement écartée, l’élévation de température étant, comme déjà discuté auparavant, très 

faible. Par ailleurs, des expériences in vitro menées au sein du laboratoire en collaboration 

avec l’équipe de Pau, ont montré que les processus de coagulation étaient principalement liés 

aux RS générés par le plasma. Pour cela, nous avons réalisés des traitements direct et indirect 

de l’échantillon. Dans le cadre d’un traitement direct, le plasma est généré directement au 

contact de l’échantillon à traiter alors que pour un traitement indirect, du PBS est traité puis ce 

PBS est mis en contact dans l’échantillon. Lors de ce type de traitement, seul les RS généré 

peuvent agir et l’échantillon n’est pas soumis aux autres composants du plasma comme les 

UV, le champ électrique… Les résultats obtenus, en effectuant une comparaison de 

l’efficacité d’un traitement direct vs indirect sur la coagulation ont montré un effet identique.  

La production importante d’espèces ionisées par le plasma, en particulier des ions H+ 

conduit à une réduction importante et rapide du pH des milieux non tamponnés. Le pH 

pourrait promouvoir la coagulation en augmentant la concentration en ions calcium 

intervenant ensuite dans la cascade de la coagulation. Le dosage de la concentration en 

calcium pendant le traitement n’a cependant montré aucune variation, ce qui écarte un effet lié 

au seul calcium [274]. D’autre part, la variation de pH du sang au cours de traitement est 

également très faible [274]. Finalement les auteurs émettent l’hypothèse que le plasma 

pourrait interagir avec les protéines impliquées dans la coagulation. Une étude du fibrinogène 

suggère que le plasma entraîne une coagulation via une augmentation de la conversion de la 

protéine du fibrinogène en fibrine [274]. Ces données sont à confirmer par des études 

complémentaires. 

  

 

III. Effets du plasma sur la peau et les cellules 

 

Dans cette partie, l’effet du plasma sur les cellules de mammifères sera développé avec la 

tolérance du plasma sur les tissus, en particulier la peau puis les effets du plasma au niveau 

cellulaire sur les cellules non tumorales et pour finir tumorales. 

 

A. Tolérance du plasma au niveau cutané 

 

Ce point est particulièrement important dans le cadre du développement des 

différentes applications, en particulier dans le cadre de la décontamination de la peau et de la 
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cicatrisation. L’effet du plasma sur la peau en termes de tolérance a été étudié par différentes 

équipes afin de mettre en évidence l’inocuité de ce type de traitement. L’effet d’une décharge 

DBD a été étudié tout d’abord sur des prélèvements humains de peau issue de cadavres [217]. 

Un traitement de 5 min avec une DBD sur la peau n’induit aucun dommage visible et les 

coupes histologiques avec un marquage Hematoxylin Eosine (H&E) n’ont révélé aucune 

modification du tissu (figure 48).  

 

Figure 48 : Effets du plasma (DBD) sur la peau au niveau macroscopique et histologique. Adapté 
d’après [273] 

 

L’effet du plasma au niveau cutané a ensuite été étudié chez la souris SHK1 avec des 

doses croissantes de plasma. De cette manière, la dose maximale a pu être déterminée avec le 

système utilisé (DBD). En effet, comme décrit précédemment, la composition du plasma 

pouvant être extrêmement modulable, ces résultats sont à considérer pour cette décharge 

donnée. La fréquence et la durée du pulse peuvent influencer de manière importante ces 

résultats [217]. Une dose maximale tolérée de 10 min avec une puissance de 0,6 W/cm² et de 

40s avec une puissance de 2,3 W/cm² a été déterminée [217, 273]. Au delà, une détérioration 

importante du tissu et une brûlure ont été observées (figure 49). Il est important de rappeler 
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que la manière dont sont calculés les W/cm² ou les J/cm² peuvent varier d’une équipe à 

l’autre, aucune « norme » n’étant admise à ce jour.  

 
Figure 49 : Coupes histologiques de peau de souris traitées avec différentes doses de plasma 

[217].  

 

Il est important de rappeler que la dose nécessaire dans le cadre de la stérilisation est 

de l’ordre de la minute au maximum, ce qui signifie que les doses efficaces en stérilisation 

sont 10 fois inférieures à la dose maximale tolérée. Ces études ont par ailleurs été confirmées 

par la suite sur la peau de porc vivant [275]. L’ensemble de ces données ont été intégrées dans 

un graphique récapitulatif  qui reprend la puissance du plasma, la dose appliqué et les zones 

d’efficacités (figure 50). Les analyses tissulaires permettent de mettre en évidence des doses 

efficaces sans dommages, cependant les effets au niveau cellulaire des plasmas sont 

importants à déterminer. 
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Figure 50 : Marge de manœuvre du traitement au plasma. Adapté d’après [266] 

 

 

B. Effets du plasma sur les cellules  

Le plasma peut avoir de nombreux effets au niveau cellulaire et ces effets sont  

particulièrement dépendants de la dose appliquée. Ils peuvent aller d’expositions non 

dommageables pour la cellule, à des traitements où les cellules sont seulement affectées, et 

avec des doses plus élevées, à l’induction d’une mort cellulaire importante [266]. Les 

mécanismes impliqués dans la réponse à ces différentes doses de plasma sont à ce jour peu 

décrits. 

Les données in vitro sur des fibroblastes, des cellules endothéliales ou encore des 

cellules de muscle lisse montrent que les cellules sont affectées par le plasma d’une manière 

dose dépendante. En exposant les cellules à un plasma jet d’hélium de faible intensité, un 

détachement des cellules de leur substrat est observé [276-280]. Ces cellules restent viables et 

possèdent la capacité de réadhérer et de proliférer à nouveau [281]. Ces cellules détachées 

adopte une forme circulaire proche de celle observée lors du traitement des cellules avec de la 

trypsine (figure 51).  
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Figure 51 : Morphologie des cellules avant (photo de gauche) et après 5s d’exposition au plasma 

(photo de droite). Adapté d’après [276] 

Yonson et al, ont également observé que durant cette phase les cellules deviennent 

perméables de manière transitoire [281]. Des études de transfection ont d’ailleurs rapportées 

une efficacité de l’ordre de 20% avec l’utilisation de plasma froid comme agent de 

transfection. La transfection d’ADN a été réalisée avec succès par une autre équipe sans 

altération de la viabilité cellulaire [282]. Une formation de pores membranaires permettant le 

passage de molécule hydrophile a été décrite dans le cadre de ces études [282, 283]. Ces 

données sont à la fois très encourageantes dans le cadre du développement de nouvelles 

stratégies thérapeutiques pour délivrer des molécules (ADN, ARN,..) dans les cellules in situ, 

mais soulèvent également des questions sur ce phénomène transitoire dans le cadre de la 

stérilisation de tissus.   

L’adhésion des cellules aux substrats repose sur les molécules d’adhésions cellulaires 

(CAM), en particulier les intégrines (contact cellules substrat) et les cadhérines (contacts 

cellules – cellules). Deux hypothèses sont avancées pour expliquer le phénomène de 

détachement cellulaire après traitement plasma. Dans la première, la génération de RS par le 

plasma puis l’interaction de ces RS provoqueraient un stress oxydant au niveau des molécules 

d’adhésion et induiraient ainsi leurs destruction. Cependant, des études récentes ont montré 

que cet effet était également observé en présence d’antioxydant qui empêche l’action de ces 

ROS [280]. De plus, ce phénomène semble du type cellulaire indépendant, dépend du type de 

décharge utilisé en particulier de la présence d’un champ électrique ou non. Ces données 

suggèrent une validité plus importante de la deuxième hypothèse qui repose sur un 

phénomène physique et non biologique. Le détachement cellulaire serait lié à la présence du 

champ électrique et des particules chargées qui, en interagissant avec la membrane plasmique, 

provoqueraient une déformation de la cellule pour minimiser les forces électrostatiques mises 

en jeu. La cellule adopterait ainsi une configuration sphérique conduisant à son détachement 
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[261, 276]. A la différence des bactéries, les cellules eucaryotes tolèrent les charges 

électriques [264], ce qui explique que les cellules restent viables et ont la capacité de 

réadhérer à la matrice bien qu’elles subissent un stress mécanique important. 

 A coté de ses modifications d’adhésion et de la perméabilisation cellulaire, une 

inhibition de la migration cellulaire a été observée [278]. Avec des doses de plasma plus 

importantes, une induction d’apoptose ou de nécrose a été décrite par plusieurs équipes [278, 

284]. L’apoptose induite intervient dans des délais tardifs entre 12 et 18h après traitement et 

même jusqu’à 72h après pour des fibroblastes [284]. Le type de mort cellulaire impliqué 

semble dépendant de la dose de plasma appliquée. Un graphique (figure 52) récapitulant 

l’effet du plasma sur la survie en fonction de la dose a été établi par l’équipe de Fridman 

[266].  

 

 

Figure 52 : Récapitulatif des effets de différente dose du plasma sur les cellules de mammifères. 
[266] 

D’autre part, à l’inverse de hautes doses capables d’induire de l’apoptose, de faibles 

doses de plasma sont capables de stimuler la prolifération cellulaire. Cette donnée a été 

observée sur des fibroblastes mais également sur des cellules endothéliales in vitro [285, 286]. 

Cette augmentation de la prolifération cellulaire résulte de l’expression et du relargage par les 

cellules traitées de facteurs de croissance dont le FGF-2. Le plasma via la production de ROS 

dans le milieu extracellulaire est capable d’induire des changements importants dans la 
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signalisation cellulaire. Les auteurs ont montré qu’en augmentant les doses de plasma, une 

importante mort cellulaire des cellules endothéliales est induite [285]. Le rôle des RS dans cet 

effet a par la suite été confirmé par une autre étude qui a montré que le plasma était capable 

de générer dans le milieu des espèces telles que le H2O2, OH•, O2
-, ONOO-, et NO2

-. 

L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques a ensuite mis en évidence l’importance du H2O2/OH• 

dans la prolifération induite par le FGF-2 libéré après traitement plasma [287]. Ces données 

sont à mettre en relation avec l’effet stérilisant du plasma dans le cadre de la cicatrisation. La 

stimulation de la régénération tissulaire peut passer par ce type de mécanismes. 

 

Il existe encore peu de publications sur les mécanismes d’action du plasma au niveau 

de la cellule et les composants du plasma impliqués dans les effets observés ne sont pour le 

moment pas encore clairement définis. De nombreux travaux sont encore nécessaires, 

cependant, tout comme les bactéries, l’effet principal du plasma sur les cellules serait d’après 

la littérature dépendant de la génération de RS par le plasma. 

   

C. Effets du plasma sur les cellules cancéreuses 

 

Il existe très peu d’études concernant l’utilisation du plasma froid pour le domaine de 

l’oncologie. La première publication rapportant un effet du plasma sur des cellules tumorales 

date de 2007 [223] et rapporte que le plasma froid possède une activité anti-tumorale in vitro 

sur des cellules de mélanome en utilisant un plasma généré par FE-DBD. Cet effet anti-

tumoral est lié à une importante induction d’apoptose pour des doses intermédiaires et à une 

mort par nécrose pour des doses plus élevées [223]. Ces données sont proches de celles 

observées pour les cellules non tumorales. Les auteurs se sont intéressés à l’influence du pH 

dans le déclenchement de l’apoptose. En effet, comme discuté précédemment, le plasma 

produit des H+ qui vont faire chuter rapidement le pH de la solution traitée comme cela est 

présenté sur la figure 53. Cette diminution pourrait être à l’origine de l’apoptose induite mais 

cette hypothèse a rapidement été écartée, un pH de l’ordre de 5,4 n’ayant aucun effet sur la 

viabilité cellulaire. Les auteurs ont par ailleurs montré l’importance du volume de milieu dans 

lequel sont baignées les cellules pendant le traitement, suggérant ainsi le rôle que peut avoir 

les espèces générés par le plasma dans la mort cellulaire induite.  
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Figure 53 : Variation de pH du milieu de culture pendant le traitement plasma. Adapté d’après 

[223] 

 

Cette publication est le point de départ de l’ensemble du travail mené au cours de cette 

thèse et suggérait le potentiel prometteur du plasma en cancérologie bien qu’aucune donnée 

ne soit disponible sur cet effet in vivo. Une autre publication portant également sur le 

traitement de cellules de mélanomes a décrit une induction d’apoptose après traitement au 

plasma [288]. 

D’autres publications apportant des informations sur le rôle des RS dans l’apoptose induite 

dans le cadre du traitement de cellules tumorales ont été publiées par la suite mais elles ne 

seront abordées que dans la partie discussion, celles-ci ayant été publiées en parallèle de nos 

travaux présentés dans la partie suivante. 

 

 

IV. Conclusions 

 

La thématique plasma médecine est actuellement en plein essor, dans des domaines 

d’application potentiels de plus en plus variés. Le champ d’application ‘historique’ en 

stérilisation est aujourd’hui bien avancé avec des essais cliniques qui paraissent prometteurs. 

Les autres domaines sont en cours de développement et le nombre grandissant de publications 

témoigne du dynamisme de la thématique. Dans le contexte de cette thèse, nombre 

d’informations développées dans cette première partie n’était pas disponibles et/ou connues 

au moment de la réalisation des travaux et peuvent d’ailleurs encore aujourd’hui prêter à 

discussion. Quoi qu’il en soit, la possibilité de générer un plasma avec une source DBD ou 
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encore avec le plasma Gun au niveau de la zone à traiter et les potentialités biomédicales fait 

du plasma froid une alternative thérapeutique attrayante pour un grand nombre de pathologies. 

C’est dans ce cadre, avec la connaissance de l’importance des ROS dans les effets anti-

tumoraux observés après radiothérapie ou encore la PDT, que l’intérêt du plasma froid en tant 

que nouvel agent anti-tumoral a été évalué. 



 Page 96 

 

 

 

 

 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 

 



 Page 97 

 

OBJECTIFS 

 

 
 

Le cancer est encore aujourd’hui un problème majeur de santé publique qui représente 

à la fois un coût économique pour la société mais surtout un coût considérables en termes de 

vies humaines. Les cellules tumorales possèdent une large variété de dérégulation qui leur 

permet de proliférer, de résister à l’apoptose ou encore de se propager dans l’organisme. Les 

traitements disponibles pour ces pathologies dépendent du type tumoral et prennent en compte 

les caractéristiques tumorales. Après la chirurgie, une chimiothérapie et éventuellement une 

radiothérapie sont administrées afin de permettre si ce n’est une réduction, du moins un 

contrôle tumoral. Les développements récents de nouvelles molécules font intervenir des 

thérapies dites ciblées qui visent des caractéristiques tumorales précises comme la voie de 

l’EGF-R. A l’inverse, la radiothérapie est une stratégie dont le mécanisme d’action repose en 

grande partie sur les propriétés oxydantes des ROS générés au niveau cellulaire qui vont agir 

sur un nombre très important de processus cellulaires.  

Dans ce contexte, l’évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques est nécessaire, en 

particulier celles basées sur des phénomènes physiques permettant d’avoir un angle d’attaque 

original en s’appuyant sur un mécanisme d’action global au niveau cellulaire mais qui conduit 

à un traitement localisé au niveau tumoral.  

 

 Dans la démarche du développement d’une nouvelle thérapie, le premier objectif de ce 

travail a été d’évaluer la tolérance des plasmas froids. Ces études ont été réalisées chez la 

souris pour définir la tolérance que ce soit au niveau de l’organisme entier ou encore au 

niveau du tissu traité. La détermination de la tolérance au niveau cutané a été menée afin de 

définir l’effet de doses croissantes de plasma sur les paramètres de l’inflammation. Les doses 

maximales tolérées pouvant ainsi être déterminées et devraient permettre l’élaboration d’un 

protocole de traitement réaliste qui sera applicable par la suite. L’évaluation de la faisabilité 

d’une application in situ du plasma au niveau pulmonaire a également été conduite et a permis 

de déterminer les doses acceptables par ce tissu particulièrement sensible. 

 

A partir de ces résultats, le second objectif a été de déterminer si le plasma possède 

une activité anti-tumorale in vitro et in vivo. Deux sources de plasma différentes disponibles, 

le plasma DBD et le plasma gun, permettent d’envisager différents types de traitement en 
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fonction de la source utilisée. L’activité antitumorale de la DBD et du plasma gun a été 

évaluée in vitro sur différentes lignées cellulaires cibles. La lignée U87-MG qui est un modèle 

de gliome possédant une résistance à la chimio et à la radiothérapie importante et les lignées 

H460, HCT-116 et Mia PACA qui sont respectivement des modèles de tumeurs du poumon, 

du colon et du pancréas. Les mécanismes d’action au niveau cellulaire ainsi que les 

composants du plasma impliqués dans ces effets ont été étudiés en analysant principalement 

les effets du plasma sur l’ADN, le cycle, la prolifération et l’apoptose.  

L’évaluation de l’activité antitumorale in vivo a été réalisée tout d’abord sur un modèle 

de tumeur cérébrale implanté en sous cutané chez la souris nude en utilisant la source DBD. 

Nous avons ensuite étudié les mécanismes d’action associés à cet effet in vivo, en particulier 

en termes d’induction d’apoptose et de modifications du cycle cellulaire. 

Pour finir, nous avons évalué l’activité des plasmas froids sur des modèles de 

carcinome colorectal et de carcinome pancréatique implantés en situation orthotopique chez la 

souris nude afin de réaliser des traitements pertinents vis-à-vis de la situation clinique mais 

également des caractéristiques tumorales (hypoxie, vascularisation…). 
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Chapitre 4 : Étude de tolérance des plasmas froids 

 

La première approche dans le cadre de l’évaluation des plasmas froids comme agent 

anti-tumoral est d’étudier ses effets en termes de tolérance avec la détermination des doses 

que l’on pourra appliquer par la suite. 

 

I. Publication sur la tolérance 

 

 Les travaux menés sur la tolérance ont conduit à la rédaction d’un article scientifique 

publié en 2010 dans un numéro spécial « Plasma Médecine » du journal Plasma Processes 

and Polymers et qui est présenté ci-dessous (IF= 4.0) 
 

 Cet article est le premier de l’équipe dans la thématique plasma médicine et aborde la 

tolérance du plasma sur la souris ainsi que les résultats préliminaires en termes d’efficacité 

antitumorale du plasma sur un modèle de gliome malin (U87) greffé en sous cutané. Les 

résultats concernant l’efficacité antitumorale dans cette première publication seront 

développés dans le chapitre 6 avec les deux articles suivants. Il était important dans un 

contexte novateur de se positionner rapidement, la démonstration de l’activité antitumorale du 

plasma in vivo n’ayant jamais été raportée. 

 La première partie de l’article détaille la source plasma utilisée. II s’agit d’une FE-

DBD possédant une tension de 17kV avec une fréquence pouvant varier de 1 Hz à 1300Hz. 

La fréquence choisie pour cette étude est de 100Hz, la puissance ainsi déposée est de 1,6 

W/cm², la surface de traitement étant de 2,5 cm². Les caractérisations de la tension et du 

courant ont été établies en fonction de la fréquence de traitement (de 1 à 1300 Hz) pour 

vérifier que ces paramètres étaient inchangés en fonction de la fréquence. Une tension de 17 

kV avec un courant de 1,5A était délivrée par le générateur.  

 Une étude spectroscopique a ensuite été réalisée pour déterminer les espèces présentes 

dans le plasma produit. Cette étude a montré une contribution importante de l’azote, mais 

également une présence faible d’UVA, UVB et UVC qui ne peut cependant pas être négligée. 

En faisant varier la fréquence, nous avons observé que le spectre ne présente pas de variation 

significative suggérant que la composition du plasma reste identique. Une modulation des 

espèces générées dans le plasma a ensuite été effectuée en générant le plasma dans un 

mélange air/argon. Ce mélange permet de générer une quantité importante de OH et de NO 

excités et augmente en même temps la présence des UV.  
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 L’évaluation de la tolérance du plasma a été réalisée chez la souris par un suivi du 

rythme respiratoire et cardiaque, en effet en raison du courant électrique dans le plasma, de 

faibles contractions musculaires au niveau de la zone traitée sont observées chez la souris au 

cours de l’exposition au plasma et une incidence sur le diaphragme et la fonction cardiaque 

étaient donc suspectées. Le traitement ne provoque pas d’effets indésirables majeurs, les 

rythmes respiratoires et cardiaques ne sont pas impactés par le traitement. 

 L’effet du plasma a ensuite été évalué au niveau cutané, un traitement de 20 min à 100 

Hz ne provoquant pas de dommages visibles immédiats. Cependant la répétition de ce 

traitement pendant 3 jours consécutifs induit une brûlure importante et une desquamation. 

Pour comprendre la cause de cette brûlure, la température sous cutanée au niveau du site 

d’exposition a été mesurée au cours du traitement. Une augmentation locale de la température 

de l’ordre de 4°C intervient dès la première minute puis cette température se stabilise pendant 

le reste du traitement. Dès l’arrêt de l’exposition au plasma, un retour à la température 

normale intervient dans la minute.  

 Le plasma générant un nombre important d’espèces et provoquant une diminution 

rapide du pH, le pH cutané et sous cutané a été mesuré après traitement. Le pH diminue 

rapidement d’un pH neutre (pH 7.0) à un pH acide de l’ordre de pH 2.0. De manière 

surprenante, le pH sous cutané varie d’un pH 7 à un pH 8,5 suggérant un transfert d’espèces 

différentiel à travers la peau. La toxicité cutanée du plasma semble liée à cette diminution du 

pH, et dans une moindre mesure, a l’augmentation de température et à l’exposition aux UV. 

 A partir de ces paramètres et afin de limiter la toxicité du plasma, une exposition de 6 

min a été appliquée dans le cadre de l’évaluation de l’activité anti-tumorale du plasma. Afin 

de limiter l’impact de la température pendant le traitement, la dose de 6 min est appliquée en 

3 fois 2 minutes séparées d’une minute. Cette exposition n’induit pas de dommages visibles 

au niveau de la zone de traitement. L’effet anti-tumoral du plasma a alors été évalué sur un 

type tumoral présentant une forte chimio et radiorésistance, un modèle de glioblastome (U87-

MG). L’activité tumorale a été évaluée par imagerie de bioluminescence (BLI). Après la 

première dose de plasma, une augmentation de la BLI a été observée suggérant une 

réoxygénation tumorale comme cela est observé après radiothérapie. Après 5 jours de 

traitement, une diminution de la BLI est observée, traduisant l’activité anti-tumorale du 

plasma.  

 La discussion porte sur la place des différents composants du plasma dans l’effet anti-

tumoral observé.   
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II. Résultats complémentaires 

 
A. Évaluation de l’inflammation induite au niveau cutané 

 

Afin de compléter l’étude de tolérance du plasma au niveau cutané, une étude de 

l’inflammation induite par le plasma a été réalisée en collaboration avec le laboratoire 

« Immunologie et Embryologie moléculaire » IEM UMR-6218 CNRS, en particulier les 

équipes de B. Ryffel et V. Quesniaux, avec l’aide technique indispensable de L. Fauconnier. 

 L’objectif de cette étude est d’évaluer de manière précise l’impact de différentes doses 

de plasma sur la peau. Pour cela, des doses croissantes de plasma ont été appliquées sur la 

peau de souris avec le générateur DBD. Les doses choisies vont de 2 min à 12 min et sont 

comparées à l’injection intradermique de 1µg et 10µg de LPS (LipoPolySaccharide). La 

fréquence utilisée a été doublée par rapport à l’étude initiale afin d’augmenter la dose 

délivrée, l’ensemble des traitements ayant été réalisés à 200Hz. Théoriquement, une dose de 

20 min à 100Hz correspondant à une dose de 10 min à 100 Hz.  

24h après le traitement, les souris sont sacrifiées et la zone de peau traitée par plasma 

est excisée et la moitié est fixée pour une analyse histologique avec un marquage H&E 

(Hématoxilin Eosine) et l’autre moitié est conservée pour dosage de l’activité MPO 

(Myéloperoxydase) reflétant le recrutement des neutrophiles dans le tissu et le dosage du taux 

de la chemokine KC (par ELISA). 

La figure 54 présente les résultats histologiques du marquage H&E. Une dose de 2 

min de plasma ne provoque aucun dommage microscopiquement visible par rapport au 

CTRL. Dès 6 min d’exposition au plasma, une infiltration de cellules inflammatoires est 

observée avec une légère désorganisation tissulaire. Les doses de 8 et 12 min induisent un 

recrutement très important de cellules inflammatoires avec une désorganisation tissulaire très 

marquée. Ces doses élevées induisent une réponse inflammatoire proche de celle observée 

avec les endotoxines de LPS.  
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Figure 54 : Étude de l’effet de doses croissantes de plasma sur l’intégrité tissulaire de la peau par 

histologie H&E. 24h après le traitement, grossissement x10 etx40. 
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 L’activité MPO dans le tissu a ensuite été évaluée (figure 55). La MPO est une 

enzyme qui se situe principalement dans les neutrophiles. L’évaluation de l’activité MPO 

permet ainsi de déterminer le recrutement des neutrophiles sur le site d’inflammation. Le 

dosage repose sur un test colorimétrique qui quantifie l’activité enzymatique de la MPO en 

utilisant un substrat, la dianisidine dihydrochloride.  

 

 
Figure 55 : Évaluation du recrutement des neutrophiles au site de traitement par dosage MPO. 

n=6, Moyenne+/- SEM, *<0.05. 

 

 Aucune différence d’activité MPO n’est observée entre les groupes CTRL et le plasma 

appliqué pendant 2 min. De légères augmentations sont observées pour les temps 4, 6 et 7 min 

de traitement. Au-delà de 7 min de traitement, une augmentation significative de l’activité 

MPO est induite, 8 min de traitement induisant une activité équivalente à 10µg de LPS en 

intradermique.  

Après 7 min de traitement, il y a un recrutement important de neutrophiles au niveau 

du site de traitement confirmant les données histologiques et confirmant également 

l’importance de l’inflammation induite.  

Pour finir, une évaluation du taux de chimiokines KC, présent dans la peau 24h après 

traitement, a été effectué par dosage ELISA (figure 56). KC est impliqué dans le 

chimiotactisme et l’activation des neutrophiles sur le site d’inflammation. 
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Figure 56 : Niveau de sécrétion de la chimiokine KC dans la peau en fonction de différentes 

doses de plasma. n=6, Moyenne+/- SEM. 

Le niveau de sécrétion de KC est similaire au CTRL pour une dose faible de plasma 

(2min). Le taux de KC présent dans le tissu augmente avec les doses de plasma mais l’effet 

est moins marqué par rapport au dosage de l’activité MPO. Le taux de 1500 pg/ml obtenu 

avec 10 µg de LPS n’étant pas atteint avec les doses les plus fortes de plasma. 

 L’ensemble de ces données permet d’affirmer qu’une dose de plasma inférieure ou 

égale à 2 min ne provoque pas de phénomène d’inflammation. La dose de 6 min utilisée pour 

les traitements antitumoraux induit une inflammation avec un recrutement de neutrophiles 

dans le tissu mais sans désorganisation tissulaire. Une dose supérieure à 8 min induit une 

inflammation majeure du tissu bien que peu visible macroscopiquement, une désorganisation 

du tissu avec un recrutement important de neutrophile est observée. Les mécanismes 

d’induction de l’inflammation par le plasma sont en cours d’étude.  

 

 

B.  Évaluation de l’activation de NF-ĸB 

 

Le plasma induisant une inflammation au niveau de la zone de traitement, le suivi non 

invasif de l’inflammation a été réalisé en suivant l’activation du facteur de transcription NF-

ĸB par imagerie de BLI. Pour cela, des souris LPTA® NFĸB-RE luc, mâles et femelles 

(Caliper, Etats Unis) ont été utilisées. Dans l’ensemble des cellules de ces souris 

transgéniques, le gène de la luciférase est sous la dépendance d’un promoteur ĸB qui est le 

site de fixation du facteur de transcription NF-ĸB. Dans le cadre de processus inflammatoire, 
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il y a aura activation du facteur de transcription NF-ĸB qui est un phénomène précoce de la 

réponse. Puis une fois activé, il subira une translocation nucléaire pour induire l’expression de 

ces gènes cibles dont le gène de la luciférase. La luminescence émise sera alors 

principalement dépendante de l’activité de NF-ĸB. Cela permet le suivi du déroulement des 

processus inflammatoires de manière non invasive.  

 

Pour évaluer la cinétique d’inflammation induite par le plasma, 8 souris NF-ĸB-luc 

âgées de 26 semaines ont été utilisées et traitées au niveau du dos pour éviter les interférences 

lié à l’activation basale de NF-ĸB. La zone de traitement a préalablement été tondue puis 

épilée à la crème dépilatoire trois jours avant le début de l’étude. Ce délai est nécessaire pour 

que l’éventuelle inflammation induite par l’épilation n’interfère pas avec l'étude. Le jour du 

traitement, les souris sont imagées afin de mesurer l’inflammation basale puis elles sont 

traitées par DBD durant 6 min à 200Hz, cette dose étant celle utilisé pour l’activité anti-

tumorale (figure 57). 

 

 

Figure 57 : Déroulement de l’étude sur l’activation de NF-ĸB induite par le plasma 

 

Pour le traitement, l’animal anesthésié à l’isoflurane est placé sur le ventre entre la 

plaque de masse et l'électrode. Avant le traitement, la zone traitée est délimitée afin de 

mesurer l’inflammation de cette zone spécifique par BLI (Figure 58). Les animaux sont 

ensuite imagés par imagerie de BLI aux temps 6, 24, 48 et 72 heures.  
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Figure 58 : Traitement par DBD d’une souris NF-ĸB-luc 

 

 Tout d’abord, il est à noter que le plasma induit une activation de NF-ĸB dans la zone 

de traitement et l’inflammation reste strictement localisée à cette zone (figure 59).  

 

 
Figure 59 : Images de BLI représentatives de l’inflammation chez la souris avant, 2h et 6h après 

traitement par plasma. 

 

La cinétique d’évolution de l’activation de NF-ĸB montre une augmentation significative de 

la bioluminescence au cours du temps avec un maximum à 6h post traitement. Ces résultats 

mettent en évidence que le plasma induit une inflammation rapide dépendante de NF-ĸB et 

que l’activation de NF-ĸB retourne quasiment à son état basal 24h après le traitement (figure 

60) soulignant une inflammation transitoire induite par le plasma. 
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Figure 60 : Évolution de l’activation de NF-ĸB après traitement plasma déterminé par BLI. N=8, 
moyenne +/-SEM, **p<0.01.  

 

 

C. Influence du débit de doses  

 

L’ensemble des études de tolérance a été réalisé avec la source DBD à une fréquence 

de 200Hz. Nous avons observé qu’une dose supérieure à 8 min induit une inflammation 

majeure. Le traitement d’une durée de 6 min, permet d’obtenir une tolérance satisfaisante tout 

en induisant une réponse biologique. 

Ces temps de traitement étant relativement longs, il est possible d’envisager de réduire 

la durée de traitement en modifiant les paramètres de fréquence. 6 min à 200 Hz correspond à 

un total de 72000 impulsions. En utilisant une fréquence de traitement de 2000Hz, pour un 

nombre d’impulsions identique, le temps de traitement n’est plus que de 36s. Cette fréquence 

de traitement peut être assimilée à un « débit de dose ». 

Une nouvelle évaluation de la tolérance en utilisant cette fréquence de 2000hz a été 

effectuée pour comparer l’inflammation induite par une même dose de plasma mais déposée 

avec un débit de dose différente. Pour cela, l’inflammation induite a été évaluée par imagerie 

de BLI des souris NF-ĸB luc.  

 

La procédure de préparation des animaux (épilation et bruit de fond) est identique à 

l'étude de l’inflammation précédente, seules les caractéristiques de traitement ont changé. Un 
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groupe de souris a reçu 72 000 pulses en 6 minutes (200Hz), et l'autre 72 000 pulses en 36 

secondes seulement (2KHz). Sur la base du bruit de fond naturel des animaux, ceux-ci ont été 

répartis en deux lots homogènes. Ils ont ensuite été imagés 6, 24, 48 et 72 heures après le 

traitement. 

 

Les souris NF-ĸB Luc ont reçu la dose de 72 000 pulses sur la peau du dos, en 36sec 

(2kHz) ou en 6 min (200Hz). A la fin du traitement, le lot traité à 2kHz présentait des 

rougeurs importantes correspondant à la taille et à la forme de l'électrode. Les jours suivants 

une brûlure importante s’est développée dans la zone de traitement, nécessitant le sacrifice 

des animaux (figure 61).  

 

 
Figure 61 : Brûlure causée par le plasma au débit de dose 2kHz 36sec, 1 semaine post traitement.  

 

 D’après la figure 62, l’activation maximale de NF-ĸB a lieu à 6h (valeurs basales 

multipliées par ~50 et ~140 selon le débit de dose). En revanche, le traitement à 200Hz 6min 

a induit une inflammation significativement supérieure à celle induite par le débit de dose de 

2kHz 36sec (p<0.045). Ces données semblent contradictoires avec les brûlures observées à la 

suite du traitement, en effet la dose de 1200 pulses électriques générés en 36 sec (2kH) semble 

plus agressive que si l'on applique cette dose en 6 min (200Hz), celle-ci devrait donner le plus 

d'inflammation. Un effet lié à une augmentation importante de la température n’est pas à 

exclure. L’activation de NF- ĸB est suivie par imagerie de BLI, or cette imagerie de BLI 

repose sur l’activité métabolique des cellules. Il est envisageable que face à l’agressivité du 

traitement et les dommages cellulaires potentiels engendrés (nécrose), les cellules ne seraient 

plus dans la capacité d’émettre des photons. 
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Figure 62 : Suivi de l’activation de NF-ĸB par BLI après un traitement au plasma avec deux 
débits de dose différent (n=8, moyenne +/-SEM, p*<0.05). 

 

D. Évaluation de la tolérance du plasma au niveau pulmonaire 

 

Le développement des plasma jets et en particulier du plasma gun au sein du 

laboratoire permet d’envisager l’application in situ du plasma. L’évaluation de l’activité 

antitumorale du plasma froids sur des tumeurs exclusivement sous cutanée ne sera pas 

suffisant pour obtenir une réponse prédictive de la situation clinique. Il est important 

d’évaluer l’activité anti-tumorale du plasma froid sur des tumeurs greffées en orthotopique. 

Les tumeurs cibles retenues sont les tumeurs du colon, du pancréas et du poumon. Nous avons 

précédemment démontré que l’utilisation de la souris NF-ĸB-Luc était pertinente pour le suivi 

de l’inflammation induite par le plasma froid. En utilisant ce modèle, les doses de plasma 

pouvant être utilisées pour le traitement pulmonaire ont été déterminées. Le traitement du 

poumon avec le plasma présente des contraintes majeures à surmonter pour un organe 

sensible impliqué dans une fonction vitale: 

- Le diamètre et la longueur du cathéter 

- Le gaz et le flux de gaz utilisé pour générer le plasma 

- La présence d’un champ électrique à proximité du cœur 
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- L’impossibilité de contrôler visuellement l’exposition effectuée (présence 

du plasma) 

- La durée du traitement 

 

En étudiant les paramètres d’inflammation intrapulmonaire, il va être possible de 

déterminer les doses tolérés par la souris mais également de visualiser l’effet du traitement 

(localisé, diffus…). En première approche, la pertinence du modèle a tout d’abord été évaluée. 

Nous avons utilisés un inducteur d’inflammation (le LPS - LipoPolySaccharides) pour vérifier 

qu’il était possible de visualiser l’inflammation par bioluminescence dans ces conditions. 

Pour avoir un repère anatomique du poumon traité, l’injection de LPS est couplée à l’injection 

d’un fluorochrome (DiD : sel de 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindodicarbocyanine, 4-

chlorobenzenesulfonate, Ex 650nm, Em 700nm, Life Technologie®) qui permet ainsi de 

visualiser le site de dépôt par imagerie de fluorescence et le site d’inflammation par BLI. 

La souris est tout d’abord profondément anesthésiée par une injection de 

kétamine/xylazine puis une trachéotomie est réalisée. Un cathéter radioopaque de 460µm de 

diamètre est insérée jusqu’au niveau basal du poumon gauche ou droit. Le positionnement du 

cathéter est contrôlé par une imagerie radiologique (MX-20, Faxitron X-Ray®). 10µg de LPS 

avec du DID est lentement injecté puis le cathéter est retiré et la souris recousue. La souris 

supporte très bien l’ensemble de la procédure sans difficulté respiratoire particulière.  

6h après l’induction de l’inflammation, une imagerie de fluorescence (FLI) et une 

imagerie de BLI est réalisé. La souris reçoit 100mg/kg de luciférine en IP 4 minutes avant 

l'acquisition des images puis est anesthésiée avec de l'isoflurane La durée et la sensibilité de 

l'acquisition ont été choisies en fonction de la quantité de signal lumineux émis. Aussi bien 

pour la fluorescence que pour la bioluminescence, aucun signal spécifique n’a été détecté. La 

luminescence basale de la peau étant non négligeable, il n’est pas possible de visualiser un 

foyer se situant profondément dans la souris. Celle-ci a donc été sacrifiée, les poumons ont été 

excisés puis imagés ex vivo par FLI et BLI. Dans cette situation, un signal de FLI et de BLI a 

pu être obtenu et la quantification de l’émission des photons a été réalisée avec le logiciel 

Living image (Caliper, Etats Unis, v.3.2). 

La figure 63 présente l’imagerie radiologique obtenue avec le cathéter radioopaque 

présent dans le poumon droit. 6h après l’imagerie de fluorescence permet de visualiser 

précisément le site de dépôt du liquide contenant le LPS dans le poumon droit. Puis l’imagerie 

de bioluminescence permet de visualiser une inflammation localisée induite par le LPS. Il 

existe une bonne corrélation entre le site de dépôt du LPS et le site d’inflammation. 
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L’ensemble de ces données nous permet d’envisager l’utilisation de cette technique pour 

visualiser l’inflammation induite par le plasma au niveau pulmonaire.  

 

 

 
Figure 63 : Imagerie radiologique de positionnement du cathéter et imagerie ex vivo des 

poumons par BLI et FLI. 

 

 

Par rapport aux contraintes liées au plasma évoquées auparavant, il faut tout d’abord 

vérifier la tolérance de la souris vis-à-vis du cathéter, du gaz et du flux de gaz. Pour cela, un 

cathéter identique au précédant est utilisé et la souris subit exactement la même procédure 

opératoire. Deux gaz différents ont été évalués : le néon et l’hélium, un flux de 80 sccm 

(Standard Cubic Centimeters per Minute) est utilisé dans les deux cas.  

L’utilisation de l’hélium (gaz seul, sans plasma) est difficilement supportée par la 

souris, celle-ci se met à suffoquer dès la première minute empêchant la poursuite de 

l’exposition. Un flux de gaz inférieur ne permettant pas en revanche de propager le plasma, il 

n’est pas possible de réduire le débit. L’utilisation de l’hélium n’est pas envisageable dans le 

cadre du traitement pulmonaire chez la souris.  



 Page 122 

 

Le néon est, en revanche, convenablement supporté par la souris. Une exposition 

supérieure à 12 min a été réalisée sans que la souris ne présente de difficultés respiratoires 

trop importantes. Aucun effet indésirable n’a été observé les jours suivant la procédure. 

L’étude de l’inflammation par imagerie de BLI a été réalisée 6h après le traitement. 

Le positionnement du cathéter a été contrôlé par imagerie radiologique pour 

déterminer le poumon traité par le flux de gaz. L’imagerie de BLI ne révèle aucune zone 

d’inflammation que ce soit au niveau du poumon traité ou du poumon controlatéral (figure 

64). 
 

 

Figure 64 : Imagerie radiologique du positionnement du cathéter (a gauhe) et imagerie de BLI 
des poumons ex vivo (à droite). 

 

Les photons émis par le poumon ayant été soumis au flux de gaz ont été quantifiés et comparé 

aux résultats de quantification obtenus avec l’inflammation pulmonaire induite par le LPS 

(figure 65). 

 
Figure 65 : Induction de NF-ĸB au niveau pulmonaire 6h après traitement au LPS ou exposé à un 

flux de néon de 80 sccm. (Moyenne+/- SEM, n=5, p**<0.01)  
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 Le LPS provoque une augmentation significative de l’induction de NF-ĸB de l’ordre 

de 2,3 fois. La présence du cathéter et du flux de néon ne provoque aucune augmentation de 

l’activation de NF-ĸB, le taux restant à un niveau basal proche de celui des poumons des 

souris CTRL. L’utilisation d’un flux de gaz de 80 sccm de néon est donc d’une part bien 

tolérée par la souris et d’autre part n’induit pas d’inflammation au niveau pulmonaire. 

 L’évaluation de la tolérance vis-à-vis du plasma lui-même a été conduite. Le 

traitement plasma a été réalisé pendant une durée de 6 ou 12 min avec le plasma gun (figure 

66). Aucun effet indésirable n’a été observé durant ou les jours suivant le traitement.  

 

 
Figure 66 : Traitement s’une souris au niveau pulmonaire avec le plasma Gun. 

 

 L’imagerie de BLI met en évidence un foyer de luminescence au niveau du poumon 

traité pendant 12 min avec le plasma gun. Cette induction de NF-ĸB reste localisée dans la 

zone de traitement où se situe le cathéter et ne s’étend pas à l’ensemble du poumon (figure 

67). Cette induction permet d’affirmer que le plasma est bien généré dans le poumon et induit 

un phénomène inflammatoire strictement local. 
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Figure 67 : Imagerie radiologique du positionnement du cathéter (à gauche) et imagerie de BLI 
des poumons ex vivo après traitement plasma de 12 minutes (à droite). 

 

 Les deux doses de plasma froid induisent une augmentation de l’activation de NF-ĸB 

au niveau pulmonaire. Cette augmentation bien que visible pour un traitement de 6 min, n’est 

significative que pour un traitement de 12 min avec une augmentation d’environ 1,8 fois. Ces 

deux temps de traitement induisent cependant une augmentation de NF-ĸB inférieure à 

l’augmentation observée avec une dose de 10µg de LPS qui est connu pour induire une 

inflammation très importante [289]. 

 
Figure 68 : Induction de NF-ĸB au niveau pulmonaire 6h après traitement au LPS ou exposé au 

plasma pendant 6 ou 12 min. (Moyenne+/- SEM, n=5, p**<0.01). 
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 Concernant la durée du traitement, un traitement de 6 à 12 min induit une 

inflammation modérée au niveau pulmonaire qui reste inférieure à ce que l’on peut retrouver 

avec 10µg de LPS. Un traitement d’une durée de 6 à 10 min devrait donc pouvoir être 

envisagé. Pour compléter l’ensemble des résultats obtenus, une étude histopathologique 

devrait être menée pour évaluer avec précision les dommages et l’inflammation engendrés.  

L’ensemble de ces résultats met en lumière la possibilité d’effectuer des traitements 

par plasma froid au niveau pulmonaire. Une induction d’inflammation localisée permet 

d’affirmer qu’il s’agit bien d’un traitement localisé qui devrait permettre de traiter de manière 

précise des foyers tumoraux profond du poumon. 

 

En conclusion, le plasma froid (DBD) appliqué à faibles doses (<2min) n’induit pas de 

dommages et d’inflammation majeure sur les tissus traités. Ces données sont compatibles 

avec une application des plasmas froids in vivo dans des domaines tels que la décontamination 

cutanée ou la dermato cosmétologie. 

Des doses élevées (entre 5 et 8 min) peuvent conduire à une inflammation localisée 

modérée accompagnée d’un recrutement de neutrophiles. Les mécanismes d’induction de 

cette inflammation ne sont à ce jour pas encore identifiés. Cette tolérance cutanée 

relativement correcte permet d’envisager des traitements à doses élevées sans induire de 

toxicité majeure aux tissus adjacents. Ces données laissent présager la possibilité d’induire 

des effets biologiques importants dans la zone traitée, par exemple dans le cadre du traitement 

de tumeurs localisées. 

Les doses supérieures à 10 min induisent une inflammation massive avec une 

désorganisation tissulaire et un recrutement très important de neutrophiles. Par ailleurs, la 

dose n’est pas le seul paramètre à considérer, le débit de doses ayant un effet majeur. Les 

débits de doses élevés induisent des dommages importants même dans le cadre d’un 

traitement de courte durée. Les doses très élevées (ou débit de dose) sont incompatibles dans 

le cadre d’un traitement in vivo exposant particulièrement un tissu sain.  
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Chapitre 5 : Évaluation de l’activité anti-tumorale des 

plasmas froids 

 
 

 

 

 

 

 Le plasma froid présentant un potentiel d’application important dans des domaines tels 

que la stérilisation ou encore la coagulation, une évaluation de l’activité antitumorale a été 

réalisée avec les deux différentes sources développées au sein du laboratoire. La source DBD 

permet le traitement de tumeurs de surface ou encore in situ au cours d’un geste chirurgical. 

Le plasma gun permet le traitement de tumeurs localisées par voie endoscopique grâce à sa 

capacité de propagation dans des capillaires de différents diamètres.  

 Dans le cadre du développement de cette nouvelle stratégie, des études in vitro et in 

vivo ont été réalisées, et ce sur différents modèles tumoraux, afin d’éviter un biais de sélection 

vis-à-vis du type tumoral. En première approche, une tumeur particulièrement résistante 

faisant partie du panel de tumeurs du NCI a été sélectionnée. Il s’agit de la U87-MG (HTB-

14™) qui est un modèle de glioblastome (grade 4). Cette lignée a été greffée en sous cutané 

chez la souris nude. L’efficacité du plasma froid a ensuite été évaluée sur un modèle plus 

pertinent vis-à-vis de sa représentativité clinique en termes de localisation mais également de 

cible potentielle pour le traitement par plasma. Ainsi, un modèle de carcinome colorectal 

(HCT-116 – CCL-247™) a été greffé en orthotopique chez la souris nude et nous avons 

également utilisé un modèle de carcinome pancréatique (MIA PaCa – CRL-1420™) 

également greffé en situation orthotopique. L’évaluation de l’activité anti-tumorale a d’abord 

été conduite avec la DBD puis avec le plasma Gun. 

 En parallèle de ces études d’efficacité antitumorale in vivo, des expérimentations ont 

été menées in vitro pour la compréhension des mécanismes d’action du plasma froid sur les 

cellules tumorales. 
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I. Activité antitumorale de la DBD 

 

A. Étude d’efficacité du plasma froid sur la lignée U87-MG  

 

Les résultats de cette étude ont été publiés en 2010 dans le premier numéro du journal 

Plasma Medicine. Il est présenté ci-dessous. 

 

 Cet article complète les résultats publiés dans l’article précédent qui concernait plus 

particulièrement la tolérance. Dans ce nouvel article, l’efficacité du plasma en tant qu’agent 

antitumoral a été évaluée sur des tumeurs xénogreffées en sous cutané chez la souris nude. Le 

modèle de tumeur choisi est la lignée U87-MG afin de mettre en oeuvre un type tumoral 

particulièrement résistant aux différentes thérapies actuelles. 

 Dans un premier temps, la source plasma a été caractérisée, celle-ci ayant connu des 

modifications par rapport à celle de l’article précédent. La tension utilisée est désormais de 

23kV et la fréquence de traitement a été augmentée à 200Hz afin d’administrer des doses de 

plasma plus importantes sur une même durée de temps (3 fois 2 minutes). Ces nouvelles 

conditions, dont la tolérance a précédemment été décrite dans le chapitre 4, induit une 

inflammation modérée au niveau cutané. 

 A l’heure actuelle, il n’existe pas de consensus pour déterminer les doses de plasma 

administrées. Cette détermination reste complexe puisque le type de gaz, la tension… sont des 

paramètres pouvant influencer la dose reçue. De plus, comme cela a été démontré dans le 

chapitre précédent, une même dose peut induire des effets différents en fonction de la 

fréquence (du débit de dose) à laquelle elle est administrée. C’est dans ce contexte qu’une 

évaluation de la dose par la méthode développée par Laroussi et coll. a été conduite. Celle-ci 

repose sur la mesure du courant de décharge. Une première mesure de courant est réalisée 

lorsqu’il n’y a pas de décharge plasma, c’est-à-dire quand la distance entre la zone de 

traitement et l’électrode est supérieure à 5 mm. La seconde est réalisée pendant la décharge 

plasma. Le courant sans décharge est alors soustrait du courant total, ce qui permet d’éliminer 

les pertes d’énergie éventuelles et ainsi d’obtenir le courant effectivement reçu. L’intégration 

du courant en fonction du temps permet ainsi de déterminer l’énergie déposé qui est de l’ordre 

de 0,33 W/cm². 

 La DBD permet des traitements sur une surface relativement importante, dans notre 

cas, la surface concernée est 2,3 cm² ce qui permet le traitement de tumeurs sous cutanées de 
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volume important. Cependant, nous avons vérifié que le traitement était homogène sur la 

surface de traitement et que chaque point de la zone traitée recevait effectivement la même 

quantité de plasma. Pour cela, un enregistrement de la décharge avec une caméra ICCD 

(Intensified Charge-Coupled Device) a été réalisé pendant la durée du traitement. Sur un 

nombre limité de décharges (10 décharges – 50ms), le traitement est peu homogène, le plasma 

s’établissant préférentiellement dans certaines zones de la surface traitée. En revanche sur un 

temps de traitement plus long avec un nombre de décharges supérieur à 5000 (un traitement 

de 6 min à 200Hz représente 72 000 décharges), les mouvements respiratoires de la souris 

ainsi que la répartition aléatoire des décharges rendent le traitement très homogène signifiant 

que la dose reçue par la tumeur sera équivalente sur l’ensemble de la surface. 

 Le plasma a été appliqué sur les tumeurs en sous cutanée à une distance de 2 mm. Le 

traitement de 6 min (3x 2min) a été réalisé pendant 5 jours consécutifs. Les souris ont été 

aléatoirement réparties en deux groupes, CTRL et PLASMA. Le volume tumoral d’inclusion 

est en moyenne de 125 mm3, ce qui est un volume relativement important permettant de 

s’assurer que le traitement a été appliqué sur une tumeur complètement établie. L’efficacité 

du traitement a été évaluée par un suivi du volume par mesure au pied à coulisse mais 

également par imagerie de BLI. 

 Dès la fin du traitement, 24h après la dernière exposition, les tumeurs traitées avec le 

plasma présentent un volume significativement inférieur aux tumeurs CTRL. L’évolution de 

la BLI entre le début et la fin du traitement montre une augmentation relativement faible de 

l’activité tumorale. Il y a donc une stabilisation du volume tumoral pendant toute la durée du 

traitement.  

 Pour les effets à plus long terme, le délai de croissance tumorale a été déterminé en 

définissant un volume cible à 1000 mm3. Le délai de croissance tumorale est de l’ordre de 6 

jours soulignant un effet anti-tumoral du plasma froid non négligeable. De plus, l’étude de 

survie des souris montre une augmentation significative de la survie des animaux de l’ordre 

de 60%. En comparaison, une étude de survie sur la même lignée tumorale mais traitée par 

radiothérapie 5 jours par semaines pendant 2 semaines permet un gain de survie de l’ordre de 

200% [290].   
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B. Mécanismes d’action de l’activité antitumorale des plasmas froids 

 

1. Publication « Implication des ROS dans l’effet antitumoral du 

plasma » 

 

Après avoir démontré l’efficacité antitumorale de la DBD sur la lignée U87-MG 

xénogreffés chez la souris nude, nous avons exploré les mécanismes d’action associés à cet 

effet à la fois in vitro et in vivo. Les résultats ont conduit à la publication de l’article présenté 

ci-dessous dans l’International Journal of Cancer. 

 

En utilisant le même générateur plasma que celui de la publication précédente, l’étude 

de l’efficacité antitumorale du plasma a été déterminée in vitro sur deux lignées différentes 

(HCT-116 et U87-MG). Les doses de plasma administrées sont exprimées en J/cm² dans cette 

publication, une dose de 10J/cm² correspondant à un traitement de 15s à 200Hz et 20J/cm² 

pour 30s à 200Hz. L’efficacité antitumorale a été déterminée par comptage cellulaire, par test 

de viabilité MTT et par BLI. Quel que soit le test utilisé, le plasma présente une activité 

antitumorale importante sur les deux lignées cellulaires avec une DL50 à 24h de 9J/cm² pour la 

lignée U87-MG et de 8J/cm² pour la lignée HCT-116.  

Pour identifier les composants du plasma impliqués dans cet effet, des traitements 

directs et indirects des cellules ont été réalisés. Dans le cadre du traitement direct, le plasma 

est en contact direct avec le milieu et les cellules, alors que dans le cadre du traitement 

indirect, du milieu est traité séparément puis déposé délicatement sur les cellules. Ces deux 

types de traitement induisent une diminution similaire de la viabilité cellulaire ce qui suggère 

un rôle prépondérant du milieu dans l’effet observé. L’importance des ROS dans cet effet a 

été confirmé en utilisant un inhibiteur de ROS (la NAC – N-Acétyl Cystèine). En sa présence, 

le plasma n’induit plus aucun effet sur les cellules tumorales.  

En utilisant des sondes fluorescentes sensibles aux ROS, il a été possible de 

déterminer la quantité de ROS générée dans le milieu de culture par le plasma. Une 

concentration de H2O2 dans le milieu équivalente à 600µM pour 10J/cm² et 900µM pour 

20J/cm² ont été mesurées. Il y a également une augmentation significative de O2
•- dans le 

milieu après le traitement.  

L’impact du plasma sur le cycle cellulaire a ensuite été déterminé et a montré que le 

plasma induit des arrêts dans différentes phases du cycle cellulaire, et en particulier dans la 
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phase S. Pour confirmer que cette augmentation de cellules en phase S n’était pas liée à une 

augmentation de la prolifération des cellules, un test de prolifération par incorporation du 

BrdU a été conduit et montre un arrêt très important de la prolifération cellulaire pour les 

deux doses considérées.  

Ces arrêts dans le cycle cellulaire sont en partie liés à la génération de dommage de 

l’ADN par le plasma. En effet, une augmentation significative du nombre de cassures de 

l’ADN est retrouvée dans les heures suivant le traitement avec un marquage γ-H2Ax. Pour 

finir, le plasma induit une augmentation du nombre de cellules en apoptose et en nécrose 24h 

après traitement. Ces données suggèrent que le plasma génère des ROS dans le milieu qui 

vont ensuite attaquer les cellules tumorales, en formant des cassures dans la double hélice 

d’ADN qui conduit à un arrêt de la prolifération et pour finir à un déclenchement d’apoptose. 

L’étude de l’effet du plasma a ensuite été réalisée in vivo  sur la lignée U87-MG 

greffée en sous cutané. Le traitement a été administré pendant 5 jours consécutifs pendant 6 

minutes à 200Hz. Dans ces conditions de traitement, le plasma induit une stabilisation du 

volume tumoral confirmé par l’imagerie de BLI. Le volume tumoral des souris CTRL 

atteignait 400 mm3 alors que celui des souris était de 233 mm3. 

24h après le dernier jour de traitement, les tumeurs sont récupérées et sont analysés 

pour analyser les paramètres d’apoptose et de cycle cellulaire. Une augmentation significative 

et homogène dans l’ensemble de la tumeur du taux d’apoptose est observée. L’étude du cycle 

cellulaire montre une augmentation du nombre de cellules en phase S après le traitement. Ces 

résultats semblent concordants avec ceux retrouvés in vitro suggérant un mécanisme d’action 

similaire. 

Cette publication démontre pour la première fois l’importance des ROS dans l’effet 

anti-tumoral du plasma froid et soulève des questions sur la pénétration du plasma dans les 

tissus. 
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Supplementary material 

 

Plasma characteristics : 

Electrical discharges in air at atmospheric pressure naturally develop as sparks or arcs, i.e. 

relatively small diameter, non-stationary and hot filaments driving large amplitude currents. A 

conventional way to switch to cold, room temperature, and large volume discharges in 

atmospheric air is to cover one or both of the electrodes by a dielectric layer, preventing from 

direct arcing in the electrode gap. This dielectric barrier discharge, DBD, technology was 

recently extended for its application in biomedical application, where the plasma as to be 

produced on the surface of a Petri dish or on the living tissues. In the floating electrode DBD, 

FE-DBD design, the living tissue surface act as a an electrode at floating electrical potential. 

In FE-DBD, the distance between the dielectric layer embedding the high voltage electrode, 

powered to a few tens of kV, and the target is a few millimeters wide. In this discharge gap, a 

large number of filaments, labeled as streamers, develop randomly on the target surface from 

one discharge to another. The FE-DBD appears then as a robust way to produce an air plasma 

over large surfaces to be treated. Various configurations for DBD production exist 

considering both the electrode geometry and the electrical signal amplitude and waveform. In 

this work, microsecond duration voltage pulses, 23 kV in amplitude, and delivered at 

respectively 200 Hz and 2 kHz were used to produce a 0.78 cm2, 2 mm high plasma volume 

over the mouse skin and the culture cell wells respectively. High bandwidth voltage and 

current probes were used to infer the electrical power coupled to the air plasma during one 

discharge event. For a 2 kHz repetition rate, the average power delivered to the plasma is of 

0.52 W. Thus a 15 s operation at 2 kHz, using the 0.78 cm2 DBD reactor leads to a 10J/cm2 

energy flux delivery on the biological sample. It must be pointed out that the electrical 

measurements and spectroscopic investigations have shown that properties of the air plasma 

produced for each discharge event are constant whatever the repetition rate is from 100 Hz to 

5 kHz. Thus the energy flux is easily monitored by tuning the repetition rate of the DBD 

driver and selecting the treatment duration. 

 

Detection of ROS levels in the medium 

ROS such as H2O2, •OH, and ONOO• were detected using an oxidation-sensitive fluorescent 

probe dye 2 ,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA, Sigma, Ex/Em = 495/529 

nm). As H2DCFDA is poorly selective for O2
•-, dihydroethidium (DHE, Sigma, Ex/Em = 
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518/605 nm), which is highly selective for O2
•-, was used for its detection. In brief, just after 

NTP treatment of 500 µL of media, 20 µM of H2DCFDA or 20 µM of DHE was added in the 

medium and was incubated at 37°C for 30 min. FLI was then performed to detect DCF and 

DHE fluorescence. ROS and O2
•- levels were expressed as normalized fluorescence intensity. 

 

Apoptosis detection in vitro 

The Caspase-Glo3/7Assaykit (Promega) was also used to measure caspase 3/7 activation 

according to the manufacturer protocol. Briefly, 24h after plasma treatment, 100 µL of 

Caspase3/7 reagent was added in each well and plate was incubated during 30 min. BLI 

intensity was acquired using IVIS Lumina and analyzed with Living Image software (Caliper, 

USA). Caspase 3/7 activity was normalized to non-treated cells. 

Apoptosis detection in vivo 

In vivo, 24h after the end of the treatment, tumors were excised and apoptosis indexes were 

determined by immunohistochemical detection of cleaved caspase 3 with SignalStain Cleaved 

Caspase-3 IHC kit (Cell Signaling, USA) according to the manufacturer protocol. These 

experiments were realized under double blind analysis in collaboration with Novaxia, a 

companyspecialized in histologypathology. Briefly, 24h after NTP treatment, tumors were 

excised and immediately fixed in 10% (v/v) buffered PFA in pH 7.4 for 72 h and paraffin-

embedded. Serial coronal 5 µm sections were cut through the center of the xenografts and 

apoptotic indexes were calculated on sections stained with a primary rabbit antibody anti-

cleaved caspase-3 (Cell Signaling, dilution 1:1,000). The percentage of labeled tumor cells 

was recorded in adjacent areas of the tumor mass free from necrosis.  

 

Cell cycle analysis and cell proliferation 

Cell cycle analysis was performed by combined propidium iodide and bromodeoxyuridine 

(BrdU) staining. Both cell lines were incubated, 24h after NTP treatment, for 1h with 10µM 

BrdU (Sigma). Cells were collected and suspended in PBS 1X before fixation in 90% 

methanol at 4°C overnight and permeabilized with 2N HCl and 0.5% Triton X-100 for 30 min 

at room temperature. Then cells were incubated for 30 min with fluorescein isothiocyanate 

(FITC)-conjugated anti- BrdU antibody (Millipore) at 1:3 dilution in 0.5% Tween 20 - 1% 

BSA- 1 mg/mL RNAse solution. An IgG1 mouse secondary FITC-conjugated (Millipore) was 

used as negative control for non-specific fluorescence. Cells were finally incubated with 5 

µg/mL propidium iodide (Sigma) prior to analysis using a FACSort (Becton and Dickinson).  
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Figure S1: Experimental device used to produce DBD plasma. This experimental device can 

be used in vivo (left panel) and in vitro (right panel). 

Figure S2: Representative RAW data of cytometry analyses. On the left, untreated U87MG 

cells and on the right plasma treated cells using 20J/cm².  a. Apoptosis detection by annexin 

V-propidium iodide labeling. b. Cell proliferation and cell cycle distribution by incorporation 

of BrdU into S and propidium iodide staining. c. DNA damage detection by assessment of 

ɣH2AX immunofluorescence. 
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Figure S3: Representative picture of BLI imaging in vitro. . A 

direct treatment was performed on U87MG cell line using 

two different doses (10 and 20J/cm²) 

Figure S4: ROS implication in the antitumor effect of NTP. a. A direct and indirect 

treatment was performed on HCT-116 cell line using two different doses (10 and 

20J/cm²). In indirect treatment, medium was treated and then transferred into wells 

containing cells. 24h after treatment, cell viability was determined by BLI imaging and 

was normalized to non-treated cells (CTRL). **p<0.01. b. HCT-116 cells were 

pretreated with NAC (4 mM), a ROS scavenger. Cells with or without NAC were directly 

treated by plasma and viability was determined by BLI. **p<0.01.  
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Figure S5: Cell cycle modification and proliferation arrest following NTP treatments. 

HCT-116 cells were NTP treated using two different doses (10J/cm² and 20J/cm²). a. 24h 

after treatment, cell cycle distribution was assessed by flow cytometry after propidium 

iodide staining. Results are presented as mean percentage of cells in the G0/G1, S, G2/M 

phase. b. Cell proliferation was evaluated by incorporation of BrdU into S phase by flow 

cytometry. Results are expressed as mean (± SEM). *p<0.05; **p<0.01. 

Figure S6: Apoptosis and DNA damages induction by NTP. HCT-116 cells were plasma 

treated with the indicated doses. a. Cell apoptosis was measured 24h after NTP 

treatment by annexin V-propidium iodide labeling. b. To detect DNA damages induction, 

assessment of ɣH2AX immunofluorescence (IF) by flow cytometry was performed 1h 

after treatment. ɣH2AX IF was normalized to non-treated cells. Results are expressed as 

mean (± SEM). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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Figure S7: Apoptosis induction by NTP. U87 cells were plasma treated 

with the indicated doses. Apoptosis induction was detected using a 

caspase 3/7 Glo assay. Results are expressed as mean (± SEM). *p<0.05. 
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2. Résultats complémentaires 

 

Des données supplémentaires non publiées dans l’article méritent d’être présentées 

dans ce manuscrit. Elles concernent principalement l’effet du plasma in vivo sur la 

prolifération, le cycle cellulaire et la nécrose. 

Après les cinq jours de traitement, nous avons déterminé le taux d’apoptose induit 

dans les tumeurs. Ces résultats ont été complétés par une analyse histologique du pourcentage 

de nécrose présent dans les tumeurs traitées et les tumeurs CTRL (figure 69). 
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Figure 69 : Surface de nécrose (en%) dans les tumeurs CTRL et traités par plasma. (n=8, 

moyenne+/- SEM). 

 

Le traitement par plasma n’induit aucune augmentation de la surface de nécrose dans 

les tumeurs. Ces données combinées à la stabilisation du volume tumoral et à l’induction de 

l’apoptose observée suggèrent que le plasma possède une activité antitumorale n’induisant pas 

une augmentation de la mort cellulaire par nécrose. 

 

 

Un marquage immunohistochimique de Ki-67 activé a également été effectué à l’issue 

des 5 jours de traitement. Ce marquage permet de visualiser les cellules en prolifération et 

reflète les cellules engagées dans le cycle cellulaire (figure 70). Ces données permettent de 

compléter les résultats de la distribution dans le cycle cellulaire obtenus par cytométrie en 

flux.  
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Figure 70 : Nombre de cellules Ki67 positives après traitements plasma. (n=8, moyenne+/-SEM) 

 

Aucune variation du taux de cellules Ki-67 positives n’est observée au niveau de la 

tumeur. Il n’y a pas d’augmentation de la prolifération des cellules tumorales à la suite du 

traitement, comme une repopulation couramment observée après radiothérapie. En revanche, 

ce marqueur ne permet pas de distinguer les cellules en prolifération des cellules en arrêt dans 

le cycle. 

 

Nous avons montré dans l’article un arrêt des cellules en phase S, 24h après 5 jours de 

traitement de tumeurs U87-MG en effectuant une analyse du cycle cellulaire. Cette analyse a 

également été réalisée après un seul traitement au plasma pendant 6 min à 200Hz. Les 

tumeurs ont été analysées 24h après cette exposition (figure 71). 
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Figure 71 : Effets d’une fraction de plasma in vivo sur la distribution des cellules dans le cycle 

cellulaire. (n=8, moyenne+/-SEM, *p<0.05 ; **p<0.01) 
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Une augmentation significative du nombre de cellules en phase S associée à une diminution 

du nombre de cellules G0/G1 est induite par le traitement. Les résultats obtenus après 1 

fraction sont similaires à ceux obtenus après 5 fractions de plasma suggérant un effet dès la 

première application.  

 

 

C. Influence du débit de dose sur l’activité antitumorale 

 

La dose de plasma reçue par les cellules n’est pas le seul paramètre à prendre en 

compte. Comme nous l’avons observé in vivo sur la tolérance, une dose appliquée à différents 

débits de dose n’est pas équivalente. Dans cette partie, notre étude porte sur l’influence du 

débit de dose sur la viabilité cellulaire in vitro avec comme objectif la diminution totale du 

temps de traitement tout en augmentant le débit de dose. Cet objectif semble toutefois limité 

au vue les résultats obtenus en termes de tolérance. 

Pour cela, chaque traitement doit fournir le même nombre de pulses mais en un temps 

différent (modification de la fréquence). La viabilité cellulaire a été évaluée par BLI, 24h 

après le traitement à la DBD. L’étude de l’influence du débit de dose in vitro a été réalisée sur 

trois lignées cellulaires différentes, à savoir : U87-MG, H460, HCT-116. La dose totale 

délivrée était de 833 pulses et 3 débits de dose différents ont été testés : 2KHz en 25 secondes, 

1KHz en 50 secondes et 500Hz en 100 secondes (Tableau VII) 

 

Tableau VII: Équivalence d'une dose selon la fréquence et le temps 

2 000 Hz 1 000 Hz 500 Hz 

25 secondes 50 secondes 100 secondes 

833 pulses 

 

L'implication du débit de dose dans l'effet anti-tumoral a été testée sur les trois lignées 

cellulaires avec la dose de 833 pulses (figure 72). Pour la lignée U87, après un traitement à 

2kHz, il reste moins de 20% de cellules viables alors que les traitements à 1kHz et 500Hz ont 
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un effet anti tumoral quasi identique, environ 60% des cellules n'ont pas été affectées par le 

traitement. Les résultats sont similaires sur les trois lignées cellulaires étudiées. Le traitement 

à 2KHz pendant 25sec est significativement plus efficace que 1KHz 50sec et 500Hz 100sec 

(p<0,005). 

 

Figure 72 : Viabilité cellulaire 24h après traitement à 3 débits de dose différents. A, image de BLI 
(H460) représentative des résultats obtenus avec les 3 lignées, tous les puits ont reçu la même 

dose mais en un temps différent. B, viabilité déterminée par BLI de la lignée U87MG. C, viabilité 
déterminée par BLI de la lignée HCT116. D, viabilité déterminée par BLI de la lignée H460. (n=6, 

moyenne+/-SEM, *p<0.05 ; **p<0.01) 

 

 

 Ces données ont été complétées en étudiant, sur la lignée H460, l’apoptose induite en 

fonction des débits de doses considérés. Pour cela, un kit Caspase Glo™ (Promega®) a été 

utilisé afin de mettre en évidence l’activation des caspases 3 et 7, par l’intermédiaire d’une 

réaction de BLI. Les résultats obtenus et présentés sur la figure 73 montrent une induction 

d’apoptose significative pour les trois débits de doses considérés. L’induction d’apoptose est 

significativement plus marquée avec un débit de 500Hz plutôt qu’avec les deux autres débits 

de dose. 
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Figure 73 : Induction d’apoptose sur la lignée H460 avec différents débit de dose. (n=8, 

moyenne+/-SEM, *p<0.05) 

 

 L’étude de l’influence du débit de dose in vitro a mis en évidence que ce n’est pas 

uniquement la dose reçue par les cellules mais aussi le débit de dose qui compte dans l’effet 

antitumoral observé. Ces données mettent en lumière l’importance du protocole de traitement 

utilisé, c’est-à-dire le temps de traitement et la fréquence utilisée. 

 

D. Sensibilité cellulaire 

 

Le plasma froid présente une activité antitumorale importante sur les trois lignées 

testées in vitro. Cependant, ces trois lignées issues de tumeurs d’origines différentes 

présentent des caractéristiques moléculaires et des mutations qui leurs sont propres. Il est 

donc intéressant d’évaluer la sensibilité des cellules au plasma afin de vérifier que des 

mutations particulières n’affectent pas la réponse au traitement. Les principales mutations 

caractérisant ces lignées sont détaillées dans le Tableau VIII. 

 

Tableau VIII : Principales mutations présentes dans les lignées utilisées 

Lignée ATCC PIK3 PTEN KRAS p53 

HCT-116 CCL-247 Muté WT Muté WT 

U87-MG HTB-14 WT Muté WT WT 

NCI-H460 HTB-177 Muté WT Muté Muté 
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Les DL50 des trois lignées ont été déterminées par augmentation de doses délivrée par le 

plasma (figure 74).  
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Figure 74 : DL50 des 3 lignées cellulaires 24h après traitement par DBD. (n=8, moyenne+/-SEM) 

 

Les profils de réponse entre les 3 lignées sont quasiment identiques avec une sensibilité 

moindre pour la lignée H460 sur des temps de traitement court. La DL50 des 3 lignées se situe 

au alentour d’une dose de 8 à 10 J/cm². Afin d’étudier plus précisément la sensibilité, nous 

avons évalué la viabilité cellulaire pour une dose donnée de 10J/cm² correspondant à 15s de 

traitement (figure 75). 
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Figure 75 : Viabilité cellulaire déterminé par BLI après un traitement de 10J/cm² de plasma. 

(n=8, moyenne+/-SEM) 

 

La figure présentée ci-dessus ne montre pas de différence significative de viabilité 

entre les trois lignées cellulaires pour une même dose de plasma. La lignée H460 semble 

présenter une résistance un peu plus importante que les autres mais celle-ci n’est pas 

significative. Cette résistance un peu plus importante, surtout dans des temps de traitement 

courts, peut être liée à la présence de la mutation du gène p53 qui intervient dans la réparation 

de l’ADN. La détermination du rôle de p53 dans la réponse au plasma nécessite des 

expérimentations supplémentaires. D’autre part, la réalisation de cette étude avec un débit de 

dose moins élevé serait intéressante afin d’obtenir des écarts de sensibilité éventuellement 

plus importants. 

 

 

E. Activité antitumorale sur un modèle de tumeur colique HCT-116 en 

orthotopique 

 

Le plasma froid présente une activité antitumorale sur la lignée U87-MG greffée en 

sous cutané chez la souris. Ces données in vivo ont conduit à la réalisation de l’étude de 

l’efficacité du plasma dans le cadre des cellules tumorales cibles du projet, c’est-à-dire la 

HCT-116 qui est représentative du carcinome colorectal. Cette lignée a été greffée en 

orthotopique chez la souris nude afin d’obtenir un modèle prédictif de la réponse attendue 

chez l’homme mais également afin de permettre un traitement in situ avec le plasma généré 

par DBD et obtenir une interaction directe du plasma avec les cellules tumorales. 



 Page 171 

 

Pour cela, des cellules tumorales de colon, HCT116 Luc, ont été injectées dans la 

paroi du caecum de 12 souris femelles Swiss Nude (Charles River) de 5 semaines suivant le 

protocole de Tseng et coll. [291].  

Après une période d’acclimatation d’une semaine, les animaux sont placés sous 

paracétamol pour limiter la douleur et sont anesthésiés à l’isoflurane (2% dans l’air). 

L’abdomen de l’animal est désinfecté par de la Vétidine® (Vétoquinol) puis une incision de 

la peau et de la paroi musculaire est réalisée verticalement, sur un centimètre. A l’aide d’une 

pince, le caecum est délicatement extériorisé sur un champ opératoire. 50 µL de suspension 

cellulaire contenant 2 millions de cellules sont injectés dans la paroi du cæcum qui est ensuite 

remis dans l’abdomen et des points de suture sont réalisés. 

Cinq jours après l’induction des tumeurs, les animaux ont été imagés par 

bioluminescence (IVIS Lumina, Caliper). Les souris ayant un signal suffisamment élevé 

(émission de 106 photons minimum), ont été réparties en deux lots homogènes. La masse 

tumorale est traitée par DBD pendant 8 min à 200Hz (lot traité) au décours d’une opération 

chirurgicale (figure 76) alors que pour les souris témoin, le cæcum est uniquement extériorisé 

puis remis en position. 

 

 
Figure 76 : Photo du traitement d’un foyer tumoral par DBD. 

  

Les animaux ont ensuite été suivis par bioluminescence durant 3 semaines, les images 

étant réalisées tous les 7 jours. La surface quantifiée par le logiciel Living Image™ a toujours 

été identique entre chaque animal et entre chaque jour d’expérimentation. A la fin de l’étude, 

les souris ont été sacrifiées afin de prélever les tumeurs et les métastases, de les rassembler et 

les peser. 
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 Les images de BLI obtenues au cours de cette étude sont présentées sur la figure 77. 

Une différence importante de BLI est observée entre les souris traitées (PL) et les souris 

témoins (CTL). Dès J14, un nombre important de métastase est retrouvé alors que pour les 

souris traitées, la tumeur reste localisée au niveau du site de greffe, c’est-à-dire le caecum.  

 

Figure 77 : Suivi de la croissance tumorale par BLI avec ou sans traitement au plasma : le 
traitement a été effectué après une opération chirurgicale, sur la tumeur, à 200Hz pendant 8 

min (n=5) 

 

La Figure 78 montre le signal moyen de BLI des tumeurs des groupes aux différents 

temps d’imagerie. Dans les deux lots le signal de BLI augmente au cours du temps. Le jour du 

traitement, les deux groupes présentent un signal moyen de BLI identique (pas de différence 

significative). Après traitement, le signal de bioluminescence du groupe traité pendant 8 min 

avec la DBD est significativement inférieur pendant toute la durée de l’étude par rapport au 

groupe contrôle (p<0,017 à 14 jours, p<0,03 à 22 jours et p<0,009 à 29 jours). Bien que le 

traitement par plasma n’induise pas de disparition des tumeurs, le taux de prolifération des 

tumeurs traitées est bien inférieur aux tumeurs contrôle. 
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Figure 78 : Suivi de l’activité tumorale par imagerie de BLI avec ou sans traitement plasma. (n=5, 

moyenne+/-SEM, *p<0.05 ; **p<0.01) 

 

L'autopsie des souris en fin d'étude révèle un nombre de métastases moins important 

pour les souris traitées par rapport aux souris contrôles, ce qui confirme les données observées 

en BLI. La figure 79 présente la masse tumorale totale après sacrifice des animaux. Le groupe 

CTRL a une masse tumorale significativement plus importante que le lot traité au plasma 

froid (p<0.009). 

 
Figure 79 : Masse tumorale des tumeurs CTRL et Plasma, après sacrifice. (n=5, moyenne+/-SEM, 

**p<0.01) 
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 L’évaluation de l’activité antitumorale de la DBD sur un modèle orthotopique montre 

une activité importante du plasma appliqué in situ sur la masse tumorale, avec une réduction 

de la prolifération des cellules et au final une diminution de la dissémination métastatique. 

Cette étude a été réalisée sur un faible nombre d’individus et mériterait d’être répétée sur un 

effectif plus important. 

 

 

II. Effet antitumoral du plasma gun 

 

Le plasma généré par DBD n’est pas la seule source de plasma disponible et est plutôt 

adapté à un traitement de surface. Dans cette partie, nous avons évalué l’activité antitumorale 

du plasma froid généré avec le plasma gun, ce qui permet des traitements localisés et ciblés 

via l’utilisation de capillaires de faible diamètre. L’activité antitumorale a tout d’abord été 

évaluée in vitro associé à l’analyse de l’effet de ce type de plasma sur la prolifération, le cycle 

ou encore l’apoptose. L’efficacité antitumorale du plasma a été ensuite évaluée in vivo 

directement sur un modèle de tumeurs de pancréas et un modèle de carcinome colorectal 

greffés en orthotopique. 

 

A. Activité antitumorale in vitro 

 

L’activité antitumorale a été évaluée sur 3 lignées cellulaires différentes, à savoir les 

lignées HCT-116, H460 et Mia PACA. Les cellules sont ensemencé à 1.105 cellules par puits 

dans une plaque 24 puits 24h avant le traitement par plasma. Le traitement plasma est 

appliqué directement 2 mm au dessous des 500µL de milieu recouvrant les cellules à une 

fréquence de 2000Hz avec des temps variant de 0 à 120s. Le gaz utilisé dans l’ensemble de 

ces études est un flux de 200 sccm d’hélium. L’effet du flux de gaz seul a été évalué dans 

chaque cas et n’a induit aucune diminution de la viabilité cellulaire. 48h après le traitement, la 

viabilité cellulaire a été déterminée par imagerie de BLI. 

Les courbes doses réponses ont permis de déterminer la DL50 des différentes lignées 

testées (figure 80). Tout d’abord le traitement des cellules avec le plasma gun induit une 

diminution de la viabilité cellulaire. Les DL50  des lignées sont respectivement de 12s, 18s et 

28s respectivement pour la lignée Mia PACA, la lignée HCT-116 et H460. La lignée H460 est 



 Page 175 

 

une nouvelle fois la lignée la plus résistante alors que la lignée Mia PACA présente une 

sensibilité au traitement plus importante. Le Tableau IX présente les principales mutations des 

cellules utilisées dans le cadre de cette étude. 
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Figure 80 : Effets de dose croissante de plasma sur la viabilité cellulaire. (n=7, moyenne+/-SEM) 

 

Les résultats de DL50 obtenues ici sont difficilement comparables à ceux obtenus avec le 

plasma DBD. En effet la surface de traitement n’est absolument pas la même, tout comme le 

plasma généré. Toutefois, les temps de traitements nécessaires pour tuer les cellules sont plus 

longs avec le plasma gun.  
 

Tableau IX : Principales mutations présentes dans les lignées utilisées. 

Lignée ATCC PIK3 PTEN KRAS p53 

HCT-116 CCL-247 muté WT Muté WT 

MIA PaCa-2 CRL-1420 WT WT Muté Muté 

NCI-H460 HTB-177 Muté WT Muté Muté 

 

 Pour explorer la cinétique d’action du plasma sur les cellules, un suivi de l’activité 

antitumorale du plasma a été réalisé par observation en vidéo microscopie. Pour cela, les 

cellules HCT-116 ont été ensemencées à 50 000 cellules 24h avant le traitement au plasma 

gun. Les traitements d’une durée de 7, 15, 30, 45 et 60s ont été réalisés puis la plaque 24 puits 
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est placée à 37°C dans l’enceinte du vidéo microscope. Les puits sont photographiés toutes les 

heures pendant 72h (figure 81). 

 
Figure 81 : Suivi par vidéo microscopie de l’effet de différentes doses de plasma sur la lignée 

HCT-116. 
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 Dans les puits CTRL, les cellules prolifèrent rapidement pour remplir l’ensemble de 

l’espace disponible dans le puit. Pour les puits traités pendant 15s, cette prolifération est 

ralentie et une partie des cellules adoptent une configuration sphérique représentative des 

cellules apoptotiques. Pour le traitement de 60s, l’ensemble des cellules est affecté et meurent 

rapidement pour n’obtenir plus que des débris 24h après le traitement. Afin de quantifier ces 

phénomènes de manière plus précise, une macro a été développée sur le logiciel ImageJ. Les 

images sont analysées toutes les douze heures et la macro détermine la surface totale occupée 

par les cellules dans le champ considéré. Cette analyse permet de suivre la prolifération 

cellulaire mais ne permet pas de distinguer les cellules, des débris cellulaires. Les résultats 

obtenus avec ce logiciel sont présentés sur la figure 82. 
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Figure 82 : Suivi de la prolifération des cellules tumorales par vidéo microscopie. (n=4, 
moyenne+/- SEM) 

 

Pour les cellules CTRL ou traitées avec une dose de plasma de 7s, il y a une 

prolifération importante des cellules au cours du temps. Un traitement de 15s induit un 

ralentissement de la croissance des cellules tumorales. Le plasma administré à une dose de 

30s induit une stabilisation du nombre de cellules alors que des temps supérieurs à 45s 
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induisent une diminution du nombre de cellules présentes avec une mortalité totale dans le 

puit. 

 

B. Effets du plasma sur les paramètres cellulaires 

 

1. Invasion/migration 

 

Le processus de dissémination cellulaire est un des paramètres important dans la 

cancérisation cellulaire et le développement de foyers à distance. Avec le plasma généré par 

DBD, une diminution du nombre de métastases est observée après le traitement in vivo. Afin 

d’étudier la capacité de migration des cellules tumorales après traitement au plasma, nous 

avons réalisé un scratch test qui n’est pas à proprement parler un test de migration/invasion 

mais constitue une première approche dans l’évaluation des capacités de migration des 

cellules tumorales.  

 Une plaque 24 puits est ensemencée avec les cellules HCT-116 à une concentration de 

100 000 cellules par puits afin de constituer un tapis cellulaire uniforme. Une lésion est 

ensuite réalisée dans le tapis cellulaire afin de décrocher les cellules sur une longueur et une 

largeur uniforme. Le plasma est appliqué sur les cellules à des doses non cytotoxiques pour ne 

pas diminuer la viabilité cellulaire et des images du processus d’invasion sont acquises toutes 

les heures pendant 72h par vidéo microcopie.  

 La figure 83 présente les images représentatives du test d’invasion. Pour les cellules 

CTRL, la lésion est rapidement colonisée par les cellules et à 24h, celle-ci est presque 

complètement comblée. Le traitement avec le plasma n’empêche pas la colonisation de la 

lésion, mais semble réduire la vitesse de cicatrisation. 
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Figure 83 : Photos représentatives des blessures réalisées lors des expérimentations en scratch 

test. 

 

 Pour quantifier de manière précise l’effet observé, la vitesse de cicatrisation a été 

déterminée à partir de la surface de la lésion à différents temps post traitement avec le logiciel 

ImageJ. Les résultats obtenus ont été normalisés à la vitesse de cicatrisation des cellules 

CTRL (figure 84).  
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Figure 84 : Vitesse de cicatrisation déterminée à partir de l’aire des blessures. (n=4, moyenne +/- 

SEM, *p<0.05) 

 

Le plasma froid, à partir d’un temps de traitement de 8s, induit une diminution faible 

mais significative de la vitesse de cicatrisation par rapport aux cellules CTRL. Ces doses de 

traitement (8 et 12s) ne sont que faiblement cytotoxiques, mais nos données peuvent être la 

résultante d’une diminution de la prolifération cellulaire. Des études plus spécifiques sur ce 

paramètre, notamment l’utilisation de chambres de Boyden, sont nécessaires afin de 

déterminer l’impact du plasma sur la migration. 

 

 

2. Cycle cellulaire et prolifération 

 

En utilisant un protocole identique à celui décrit dans la publication de l’International 

Journal of Cancer, nous avons déterminé l’effet du plasma généré par plasma gun sur le cycle 

cellulaire et la prolifération afin de comparer les résultats avec ceux obtenus par DBD. La 

distribution dans le cycle cellulaire a été déterminée par cytométrie en flux 24h après le 

traitement. Deux doses ont été utilisées, un temps de traitement de 15s et de 30s ( 

figure 85). 
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Figure 85 : Distribution des cellules dans le cycle cellulaire en fonction des doses de plasma. 
(n=8, moyenne +/-SEM, **p<0.01) 

 

Le traitement des cellules HCT-116 avec le plasma gun induit une diminution 

significative du nombre de cellules en phase G0/G1 et phase S. Ces diminutions sont couplées 

à une augmentation importante du nombre de cellules en phase G2/M que ce soit pour un 

traitement de 15 ou de 30s. Ces résultats suggèrent un arrêt des cellules préférentiellement 

dans cette phase du cycle cellulaire.  

Pour compléter ces données, une étude de la prolifération cellulaire a été réalisée 24h 

après le traitement, par une incorporation de BrdU dans l’ADN (figure 86). 
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Figure 86 : Prolifération cellulaire 24h après traitement déterminée par incorporation de BrdU. 

(n=8, moyenne +/-SEM, **p<0.01) 
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Le plasma gun induit une diminution importante et significative de la prolifération 

cellulaire. Ces résultats sont cohérents avec ceux observés dans le cadre de la distribution des 

cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire.  

En comparaison avec les résultats obtenus avec la DBD, le plasma gun induit 

également des arrêts dans le cycle cellulaire, en particulier en phase G2/M. D’autre part, un 

arrêt de la prolifération, bien que moins marqué, est retrouvé avec le plasma gun. Les 

différences observées sur ces paramètres peuvent être liées aux doses utilisées qui ne sont pas 

les mêmes en terme de réponse antitumorale. 

 

 

3. Apoptose 

Afin de compléter ce panel d’études in vitro, l’apoptose induite par le plasma gun a été 

déterminée en utilisant un marquage par l’annexinV et une détection par cytométrie en flux 

(figure 87)  
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Figure 87 : Induction d’apoptose par le plasma gun sur la lignée HCT-116. (n=8, moyenne+/-SEM, 

*p<0.05). 

 

 Le plasma gun induit une augmentation significative du pourcentage de cellules en 

apoptose pour les deux types de traitement considérés. Cette induction est similaire à celle 

observée avec le plasma administré avec la DBD. 
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 La globalité des résultats obtenus in vitro avec le plasma gun a permis de définir l’effet 

de ce type de plasma sur les cellules tumorales. D’une manière générale les résultats obtenus 

sont similaires à ceux obtenus avec la DBD. Pour compléter ces données, l’analyse des 

dommages à l’ADN induit par le traitement est en cours. 

 

 

C. Activité antitumorale in vivo 

 

L’évaluation de l’activité antitumorale du plasma gun a été conduite sur deux modèles 

de greffes orthotopiques qui sont des cibles potentielles pour l’utilisation du plasma en 

clinique, c'est-à-dire les adénocarcinomes du pancréas et les carcinomes colorectaux. Des 

études de tolérance des tissus traités ont été menées et n’ont montré aucun dégât majeur avec 

un traitement localisé de 10 min à 2000Hz avec le plasma gun.  

 

 

1. Tumeur pancréatique 

 

Pour évaluer l’activité antitumorale du plasma gun sur un modèle pancréatique, la 

lignée Mia PACA-Luc a été greffée en orthotopique chez la souris nude afin d’obtenir un 

modèle prédictif de la réponse attendue chez l’homme mais également afin de permettre un 

traitement in situ avec le plasma généré par le plasma gun et localisé à l’aide d’un cathéter et 

obtenir une interaction directe du plasma avec les cellules tumorales. Les résultats obtenus 

vont être comparés avec le traitement de référence des tumeurs pancréatique en monothérapie, 

à savoir la gemcitabine. Pour finir, une étude d’association gemcitabine et plasma gun a été 

réalisée. 

Des cellules tumorales du pancréas ont été injectées dans la tête du pancréas de 32 

souris femelles Swiss Nude (Charles River) de 5 semaines suivant le protocole de Buchler et 

coll. [292]. Après une période d’acclimatation d’une semaine, les animaux sont anesthésiés à 

l’isoflurane (2% dans l’air). L’abdomen de l’animal est désinfecté par de la Vétidine® 

(Vétoquinol) puis une incision dans le quart supérieur gauche de l’abdomen est réalisée 

verticalement, sur un centimètre. À l'aide d’une pince, le pancréas est délicatement extériorisé 

sur un champ opératoire. 50 µL de suspension cellulaire contenant 2 millions de cellules sont 
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injectés dans la tête du pancréas qui est ensuite remis dans l’abdomen et des points de suture 

sont réalisés. 

 4 jours après l’injection des cellules tumorales, la prise de la greffe est vérifiée par 

imagerie de BLI et les souris sont réparties aléatoirement dans 4 groupes de traitement de 8 

souris sur la base de leur valeur de BLI : 

- Un groupe CTRL 

- Un groupe NTP recevant 3 séances de plasma gun de 10 min espacé de 10 

jours. 

- Un groupe GEM, recevant en i.v. 200 mg/kg de gemcitabine administrés 

tous les 5 jours pour un total de 5 administrations. 

- Un groupe NTP+GEM, recevant l’association des deux traitements, la 

gemcitabine étant administrée 24h avant le traitement par plasma. 

 

Le début des traitements commence 4 jours après l’induction des tumeurs. Pour les 

souris recevant le plasma, les souris subissent le traitement au cours d'une opération 

chirurgicale identique à celle utilisé pour l’induction. Le traitement est appliqué sur la masse 

tumorale à l’aide du cathéter pendant une durée de 10 min avec un flux d’hélium de 200 sccm 

(figure 88). Les souris CTRL subissent la même opération et sont exposées uniquement au 

flux de gaz. 

 

 
Figure 88 : Photo du traitement d’une tumeur localisée du pancréas chez la souris avec le 

plasma gun. 
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Pour évaluer l’activité antitumorale du plasma et de la gemcitabine, une imagerie de 

BLI est réalisée une fois par semaine jusqu’au sacrifice des animaux qui a lieu à J36. 
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Figure 89 : Évolution de l’activité tumorale de tumeurs du pancréas déterminée par BLI. (n=8, 
moyenne +/- SEM, *p<0.05 et **p<0.01). 

 

La figure 89 montre l’évolution de la BLI en fonction du temps et des différents 

groupes de souris. Pour les souris CTRL, il y a une augmentation continue de BLI au cours du 

temps. Pour les souris traitées à la gemcitabine, l’augmentation de la BLI est identique à celle 

des CTRL jusqu’au jour 17, puis la BLI se stabilise au cours du temps. Dans le cadre des 

traitements au plasma gun, il y a une stabilisation de la BLI dès le jour 10 et les traitements 

semblent induire une légère diminution de la BLI après chaque fraction. L’association de la 

gemcitabine et du traitement avec le plasma gun induit un effet encore plus marqué. Au final, 

à J36, seul le plasma et l’association NTP+GEM induisent une diminution significative de la 

BLI par rapport au groupe CTRL. Ce modèle à J36 ne présente pas de métastases disséminées 

et ne permet donc pas d’étudier l’effet des différents traitements sur les processus 

métastatique. 

À la fin de l’étude à J36, les souris ont été sacrifiées et les masses tumorales ont été 

pesées pour les différents groupes (figure 90). Les tumeurs du groupe CTRL atteignent une 

masse moyenne de 95±8 mg alors que les tumeurs des groupes NTP et GEM+NTP atteignent 
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respectivement 40±14 et 15±5 mg seulement. La gemcitabine seule ne permet pas de réduire 

significativement la masse tumorale des tumeurs par rapport au groupe CTRL. 
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Figure 90 : Masse des tumeurs des différents groupes de traitements à la fin de l’étude (J36). 

(n=8, moyenne +/-SEM, *p<0.05) 

 

 Le plasma gun présente une activité antitumorale importante sur la lignée Mia PACA 

greffée en orthotopique. Cet effet est renforcé avec l’ajout d’une chimiothérapie de référence 

dans ce type de pathologie. Il n’est pas encore possible de déterminer l’interaction 

mécanistique de cette chimiothérapie avec le plasma gun et des études complémentaires sont 

nécessaires. 

 

 

2. Carcinome colorectal 

 

L’efficacité antitumorale du plasma gun a également été conduite sur un modèle de 

carcinome colorectal, mais contrairement au traitement du pancréas, ce traitement a été 

administré en une seule fraction afin de limiter les opérations chirurgicales et proposer ainsi 

un protocole transposable à une pratique clinique.  

Le protocole d’induction des tumeurs est identique à celui précédemment décrit dans 

le cadre du traitement avec la DBD. 7 jours après injection des cellules HCT-116 luc au 

niveau du cæcum, les souris sont réparties en 2 groupes de 6 souris sur la base de leur 

intensité de BLI (CTRL et PG). Dans le groupe PG, les souris sont opérées selon le protocole 

habituel et la masse tumorale est traitée avec le plasma gun pendant une durée de 10 min avec 
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un flux de gaz de 200 sccm d’hélium (figure 91). Pour les souris CTRL, la tumeur est 

uniquement exposée à un flux de gaz de même intensité pendant 10 min. La croissance 

tumorale est ensuite suivie par imagerie de BLI une fois par semaine jusqu’à ce que les 

tumeurs atteignent un niveau de BLI supérieur à 4.1010 p/s (photons/secondes). Au-delà, 

l’envahissement tumoral devient trop important et les souris sont sacrifiées afin d’éviter la 

douleur liée au protocole. 

 

 
Figure 91 : Traitement de carcinome colorectal avec le plasma gun. 

 

La figure 92 présente l’évolution moyenne de la BLI des souris des différents groupes en 

fonction du temps. Pour les souris CTRL, une augmentation continue et rapide de la BLI est 

observée et les tumeurs atteignent le volume cible de 4.1010 p/s en 32 jours en moyenne. Les 

tumeurs exposées à un seul traitement au plasma gun in situ présentent un fort ralentissement 

de la croissance tumorale. Une différence significative de l’intensité de BLI entre le groupe 

PG et le groupe CTRL est observée dès le jour 14 et se poursuit au cours du temps. Les 

tumeurs traitées atteignent le volume cible en une moyenne de 69 jours, traduisant un retard 

de croissance tumorale de 37 jours. Le traitement au plasma gun présente une activité 

antitumorale très importante in vivo dans le cadre du traitement de tumeurs in situ  et induit 

dans cette étude un gain de survie des souris traitées de l’ordre de 115%. 
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Figure 92 : Suivie de la croissance tumorale par imagerie de BLI du groupe CTRL et du groupe 
PG. (n=6, moyenne +/-SEM, *p<0.05). 

 

Le traitement au plasma gun permet également de réduire le nombre de métastases. 

Par exemple, à j37, les souris CTRL présentent de nombreux foyers tumoraux disséminés 

dans l’abdomen de la souris alors que les souris traitées au plasma gun ne présentent qu’un 

foyer tumoral bien localisé au niveau du cæcum (figure 93).  
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Figure 93 : Imagerie de BLI d’une souris traitée au plasma (à gauche) et d’une souris CTRL (à 
droite) à J37.  

 

Le plasma gun possède comme la DBD une activité antitumorale importante sur ce 

modèle tumoral. Une étude portant sur l’association du plasma avec une chimiothérapie de 

référence comme l’irinotécan permettrait d’augmenter éventuellement l’efficacité observée. 

De plus, compte tenu de la bonne tolérance du tissu adjacent traité vis-à-vis du plasma, une 

augmentation de la dose délivrée par une augmentation du débit de dose serait un paramètre 

intéressant à étudier. Par ailleurs, des études mécanistiques de l’effet du plasma sur les 

tumeurs sont en cours, afin d’étudier l’effet du plasma in situ sur l’apoptose et le cycle. 
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Chapitre 6 : Discussion 

 

 

 

 

 

 La thématique « plasma médecine » est en plein essor, les applications des plamas sont 

évaluées dans de nombreux domaines tels que la décontamination, la coagulation du sang ou 

encore, comme dans notre cas l’évaluation du plasma froid comme nouvel agent antitumoral. 

Cela a conduit à un nombre important de publications dans le domaine au cours des cinq 

dernières années et a une évolution rapide des connaissances sur le sujet. Par exemple, au 

début de nos travaux, seule l’équipe de Fridman et coll. avait démontré une activité 

antitumorale des plasmas froids sur des cellules tumorales in vitro [223]. Depuis, de 

nombreuses autres équipes, dont la nôtre, ont confirmé ces données sur une grande variété de 

lignées tumorales, ainsi que la première démonstration de l’activité antitumorale du plasma in 

vivo. 

 

Nos études ont été réalisées dans le cadre d’une recherche dite translationnelle visant à 

développer et évaluer l’intérêt du plasma froid comme nouvel agent antitumoral, tout en 

prenant en compte, dès le début du projet, les considérations cliniques que ce soit au niveau 

des cibles tumorales ou encore des conditions d’application. 

Les cibles d’applications retenues sont les tumeurs du colon, du poumon et du 

pancréas. Il s’agit de pathologies tumorales dont les traitements actuels ne présentent encore 

pas une efficacité suffisante et dont le pronostic à long terme est sombre. Les traitements 

actuels associent une prise en charge par de la chimiothérapie systémique mais également des 

traitements localisés comme la PDT et surtout la radiothérapie. La radiothérapie reste un des 

traitements de référence en oncologie bien que les effets secondaires sur les tissus traversés et 

adjacents à la tumeur puissent être importants. La tolérance est un des paramètres clé dans la 

réussite d’un traitement, celui-ci doit posséder une activité importante sur la tumeur tout en 

préservant les tissus sains. Cependant, le seuil d’activité des agents antitumoraux actuellement 

disponibles est souvent très proche des doses maximales tolérées. Le développement ces dix 

dernières années des thérapies ciblées vise à élargir la fenêtre thérapeutique, en ciblant 

spécifiquement des caractéristiques spécifiques des cellules tumorales afin de limiter les effets 
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secondaires systémiques. L’autre solution est de développer des thérapies ciblées par leurs 

conditions d’applications comme c’est le cas de la PDT ou de la radiothérapie. Les progrès 

récents en radiothérapie permettent de cibler avec précision le tissu tumoral en couplant 

l’irradiation à des examens radiologiques de haute précision. Il n’empêche que les tissus 

traversés par les radiations bien que moins exposés, peuvent rapidement présenter des signes 

d’intolérance, en particulier au niveau cutané avec le développement de radiodermites [110]. 

De plus, la multiplication des séances de traitement induit de manière non négligeable une 

augmentation du risque de développer un cancer radio-induit, en particulier lors de traitement 

réalisé chez le sujet jeune [293].  

La PDT est un traitement in situ qui s’approche, par ses conditions d’utilisation, des 

modalités que l’on peut envisager pour le plasma gun en clinique ; c’est-à-dire, un accès 

jusqu’au site tumoral par endoscopie, ce qui permet de cibler de manière précise la lésion 

tumorale grâce à un couplage vidéo. Un des points négatifs important de la PDT est 

l’utilisation de photosensibilisants qui doivent être injectés par voie systémique et nécessitent 

donc une AMM. Les photosensibilisants actuellement disponibles sur le marché ne permettent 

pas un ciblage optimal de la tumeur et sont à l’origine de nombreux effets secondaires, en 

particulier liés à l’exposition des tissus sains à la lumière qui conduit à de graves brûlures 

cutanées ou encore à des problèmes ophtalmologiques [294]. Ces problèmes de phototoxicité 

représentent un des défis majeurs du développement de la PDT.  

Le développement d’un plasma dit fibré permet d’envisager le traitement de tumeurs 

localisées par voie endoscopique de la même manière que ce qui est développé en PDT, avec 

un diamètre de capillaire équivalent. De plus, contrairement à la PDT, le fonctionnement du 

plasma gun ne requiert pas, à priori, l’ajout d’une substance sensibilisante. En revanche 

d’autres contraintes sont à prendre en considération mais dépendent de la source utilisée. Pour 

le plasma gun, ces caractéristiques sont : 

 

- La nécessité d’un flux de gaz pour générer le plasma 

- La présence d’une alimentation en gaz 

- Le gaz utilisé 

- La présence d’un appareil médical disposant de haute tension 

- Le courant électrique traversant les tissus 

 

Ces paramètres représentent autant de défis qu’il faut prendre en compte dès le début du 

développement de la thérapie, comme le choix des gaz et du flux utilisés. Des sources aux 
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fonctionnements différents du plasma gun sont également disponibles, comme par exemple la 

DBD qui offre des possibilités cliniques intéressantes.  

La surface de traitement qu’offre le système DBD permet d’envisager des traitements 

de tumeur d’un volume plus important au décours d’un acte chirurgical mais surtout permet 

d’envisager l’utilisation de ce type de plasma pour stériliser les berges lors de la résection 

tumorale. Les rechutes sur le site de résection liées à la persistance de cellules tumorales 

restantes dans les berges sont fréquentes. Ce type de traitement pourrait permettre d’améliorer 

le contrôle local sans augmenter les marges faites par le chirurgien, en particulier dans le cas 

de tissus sensibles comme le cerveau. 

 

 Dans notre cas, les études précliniques sur l’activité antitumorale ont été menées à la 

fois in vitro et in vivo sur des lignées tumorales représentatives des cibles tumorales pour 

lesquelles le plasma a été développé. La lignée U87-MG a principalement été utilisée pour ses 

caractéristiques de radiorésistance et chimiorésistance importantes ; mais ce type de tumeur 

peut présenter une cible dans le cadre de la stérilisation des berges tumorales après résection. 

Les autres lignées utilisées sont les suivantes : 

 

- La lignée HCT-116 : modèle de carcinome colorectal 

- La lignée NCI-H460 : modèle de carcinome pulmonaire 

- La lignée Mia PACA : modèle d’adénocarcinome du pancréas 

 

L’évaluation de l’activité anti-tumorale du plasma froid généré par DBD ou plasma 

gun a été conduite sur ces différentes lignées qui sont toutes transfectées avec le gène de la 

luciférase et l’efficacité a été déterminée dans la plupart des cas par imagerie de BLI. La 

validité de la BLI dans le cadre de cette évaluation a été faite en comparant les résultats 

obtenus avec un comptage cellulaire et un test de viabilité MTT. Une très bonne concordance 

entre les 3 techniques a été obtenue et nous a permis d’utiliser principalement la BLI. En 

effet, la BLI repose sur une activité cellulaire, par son besoin en ATP et en oxygène mais 

également par la transcription du gène de la luciférase. Un traitement ciblant principalement 

le métabolisme cellulaire pourrait impacter de manière importante les valeurs de BLI sans 

impacter sur le nombre de cellules vivantes.  

 

Nos données montrent que le traitement des cellules tumorales avec le plasma généré 

par DBD induit une diminution rapide du nombre de cellules vivantes. Un temps de traitement 
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supérieur à 30s permet de tuer l’ensemble des cellules présentes dans le puit en seulement 24h 

et cela, quelque soit la lignée cellulaire testée. Le plasma gun qui est une variété de « plasma 

jet » présente également une activité importante envers les cellules tumorales testées comme 

par exemple les lignées H460, HCT-116 ou encore MiaPaca. Ces résultats sont concordants 

avec ceux de la littérature qui rapportent une activité antitumorale du plasma sur une large 

variété de cellules tumorales. Ainsi, des données sont disponibles dans la littérature sur les 

lignées suivantes : 

 

- mélanome (G361, B16F10, A2058) [288, 295-297] 

- carcinome hépatocellulaire (BEL-7402, HepG2) [298, 299] 

- carcinome colorectal (SW480, HCT-116, COLO320DM) [296, 300, 301]  

- carcinome pulmonaire (A549) [302] 

- carcinome mammaire (MCF-7) [303] 

- carcinome du col de l’utérus (HeLa) [304] 

 

D’une manière générale, les lignées les plus souvent testées sont le mélanome et le 

carcinome colorectal, la lignée de mélanome était la première sur laquelle a été évaluée et 

démontrée l’activité antitumorale du plasma froid généré par DBD [223]. Le mélanome par sa 

localisation cutanée est une cible potentielle intéressante pour la DBD qui permet un 

traitement de surface. Des équipes travaillant déjà sur ce modèle au départ du projet, cette 

cible a volontairement été écartée de nos travaux. Le deuxième modèle le plus étudié est le 

carcinome colorectal pour les applications avec « les plasma jet ». 

 

Il n’existe pas dans la littérature d’étude comparative de l’efficacité de la décharge 

DBD vs les plasma jets. En effet, comme dans notre cas, il est très difficile de comparer les 

résultats obtenus en termes d’efficacité. Ces deux sources présentent des caractéristiques qui 

leurs sont propres et dont la modulation peut faire varier l’efficacité du traitement. Le flux de 

gaz utilisé avec les plasma jets en est un exemple concret. La surface de traitement est 

également un paramètre très différent entre la DBD et le plasma gun. Effectivement, pour un 

temps de traitement donné, nous avons obtenu une efficacité plus importante de la DBD par 

rapport au plasma gun, mais ces résultats ne signifient pas pour autant que le plasma gun est 

moins performant. L’utilisation de ces différentes sources doit être faite en fonction des 

besoins d’application et en général la littérature parle de l’effet du plasma froid sans 

distinction de la source qui le produit. 
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 Afin de comprendre les mécanismes d’action du plasma sur les cellules tumorales in 

vitro, l’étude de l’impact du traitement sur un certain nombre de paramètres intracellulaire a 

été réalisée. 

Tout d’abord, le plasma a un impact important sur le cycle cellulaire. Nous avons 

démontré que la DBD ou encore le plasma gun induit des arrêts des cellules tumorales dans 

différentes phases du cycle cellulaire (S et G2/M). Yan et col. ont également observé un arrêt 

des cellules en phase G2/M après un traitement réalisé avec un plasma jet d’hélium [299]. La 

lignée utilisée était une lignée de carcinome hépatocellulaire (HepG2) sur laquelle des doses 

croissantes de plasma ont été administrées et la distribution dans le cycle cellulaire a été 

évaluée 24h après le traitement. Une augmentation de la proportion de cellules en phase G2/M 

a été observée avec l’augmentation de la dose de plasma délivrée. Ces résultats sont très 

proches de ceux que nous avons obtenus avec la lignée HCT-116 que ce soit avec le 

traitement par DBD ou par plasma gun. Dans les cas de doses plus importantes, une 

augmentation du nombre de cellules en phase S est également observée, suggérant un blocage 

des cellules en phase G2/M et S. En revanche, ces données sont contradictoires avec celles 

publiées par Kim et coll. qui montre sur la lignée HCT-116 une diminution dose/dépendante 

du nombre de cellules en phase S et G2/M après traitement [300]. Cette différence peut 

éventuellement s’expliquer par le type de source plasma utilisée qui est différent. 

Le cycle cellulaire est régulé par un nombre important de protéines et fait intervenir 

des checkpoints qui permettent de maintenir l’intégrité de l’ADN au cours du cycle. Une des 

protéines majeures dans la régulation du cycle cellulaire en réponse à un stress est la protéine 

p53 ; par exemple, une induction de p53 a été décrite après radiothérapie [11]. Les auteurs ont 

évalué l’expression de cette protéine sur la lignée HepG2 (p53 WT) après traitement plasma 

par RT-PCR et ont montré une augmentation de p53 en fonction des doses de plasma utilisées 

[299]. Ces résultats de RT-PCR permettent de mettre en évidence l’augmentation de la 

quantité de protéine mais ne permettent pas d’affirmer avec certitude une augmentation de 

l’activité du facteur de transcription p53. Comme la radiothérapie, le plasma induit une 

expression de p53 et cette expression permet alors l’expression de gènes cibles spécifiques en 

réponse au stress [10]. Parmi ces gènes cibles se trouvent ceux de la régulation du cycle 

cellulaire, permettant ainsi un arrêt de la prolifération des cellules. Les auteurs ont ensuite 

évalué l’expression de la cycline B1, de p21 et de CDC2 toujours par RT-PCR. Le complexe 

cycline B1 – Cdc2 est un complexe majeur de la régulation du cycle cellulaire en intervenant 

dans la progression G2 à M du cycle [305]. Les données obtenues montrent que le plasma 
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provoque une diminution de l’expression de la cycline B1 et de la kinase cdc2 dans les heures 

suivant le traitement [299]. Bien que cette hypothèse n’ait pas été validée, les auteurs 

proposent que cette diminution des ARNm provoquerait ainsi une diminution du complexe 

cycline B1/Cdc2 dans la cellule conduisant à un blocage des cellules en phase G2. En effet, en 

l’absence de synthèse de cycline B1, cdc2 reste inactif et la cellule ne peut entrer dans la 

phase de mitose, restant ainsi bloquée en phase G2. Kim et coll. ont également montré par 

western blot que l’expression d’une autre cycline, la cycline D1, est fortement diminuée après 

traitement plasma de cellules HCT-116 [301]. Le niveau d’expression de la cycline D1 est 

dépendant des phases du cycle cellulaire et permet le passage de certains checkpoints comme 

la transition G1-S [306]. Un niveau faible de cycline D1 est associé à la phase S du cycle 

cellulaire et pourrait correspondre à l’accumulation de cellules en phase S que l’on observe 

après traitement au plasma. 

La protéine p21 est sous la dépendance directe de p53. De manière non surprenante, la 

protéine p21 est surexprimée après traitement au plasma [299]. Elle joue également un rôle 

majeur dans la régulation du cycle cellulaire en inhibant de manière importante les kinases 

impliquées dans le cycle cellulaire. Cette protéine est couramment surexprimée dans la 

réponse aux agents antitumoraux. Par exemple, la vinblastine, un agent antimitotique, 

provoque une augmentation de p21 intracellulaire induisant des arrêts du cycle cellulaire [65]. 

La radiothérapie va également induire un arrêt du cycle cellulaire via la régulation des 

cyclines (cycline p21, p27, p16) lors des checkpoints du cycle [106]. D’une manière générale, 

ce sont les ROS qui sont à l’origine de ces arrêts, en effet les ROS appliqués seuls sur les 

cellules vont induire le même type de réactions que le plasma, c’est-à-dire une diminution de 

la cycline D et une accumulation de p21 dans la cellule [138].  

Les arrêts dans le cycle cellulaire sont à l’origine de l’arrêt de la prolifération 

cellulaire observée après traitement par plasma et représentent une étape importante dans 

l’efficacité du traitement. Certaines mutations comme le dysfonctionnement de la protéine 

p53 ou encore une suractivation de la voie PI3K/AKT qui exerce un contrôle négatif sur p21 

empêchent les arrêts dans le cycle [54]. Dans ce cadre, la présence d’une mutation de p53 

dans les cellules traitées peut ainsi être un facteur de résistance au plasma. Les données 

obtenues dans nos différentes études montrent que le type cellulaire le plus résistant au 

plasma est la lignée NCI-H460. Cette lignée possède une mutation dans le gène p53, 

contrairement aux lignées U87-MG et HCT-116, ce qui semble corroborer notre hypothèse 

(Tableau X).  
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Tableau X : Mutations des différentes lignées. 

Lignée ATCC PIK3 PTEN KRAS p53 

HCT-116 CCL-247 muté WT Muté WT 

U87-MG HTB-14 WT Muté WT WT 

MIA PaCa-2 CRL-1420 WT WT Muté Muté 

NCI-H460 HTB-177 Muté WT Muté Muté 

 

 

Par ailleurs, la lignée NCI-H460 possède également une mutation pour les gènes PIK3 

et K-ras peut être également impliqué dans cette résistance. Dans la littérature, la perte de la 

fonctionnalité de p53 dans les tumeurs se traduit en général par une chimio et radiorésistance 

[13, 14] et la détection de mutations de p53 a été proposée comme facteur pronostique dans 

les cancers ORL [17]. 

La lignée Mia PACA est quant à elle la plus sensible au plasma mais elle possède 

également une mutation pour le gène p53 ainsi que de K-ras. Plusieurs hypothèses peuvent 

expliquer ce phénomène comme par exemple la présence éventuelle d’autres mutations 

comme pour la protéine pRB, ou au niveau de la voie de l’EGF-R, ou, plus simplement, que 

les mutations affectant le contrôle du cycle cellulaire ne soient pas prédictives de la réponse 

thérapeutique. La réponse précise à ces questions nécessite de réaliser des expérimentations 

complémentaires comme la vérification de la distribution dans le cycle cellulaire après 

traitement d’une lignée p53 mutée telle que la lignée NCI-H460 afin de vérifier la présence 

d’arrêts dans le cycle cellulaire. Il serait également intéressant de tester l’efficacité du plasma 

sur un panel de lignées plus important et/ou de réaliser un test de sensibilité au plasma sur une 

lignée mutante pour p53 et réintroduire le gène fonctionnel pour en déduire son rôle exact 

dans la réponse.  

 

 Nos études ont montré, en parallèle de cet arrêt de la prolifération, une induction 

d’apoptose après traitement. Un marquage à l’annexine V a permis d’observer cette induction 

après traitement plasma par DBD ou plasma gun de la lignée HCT-116. Cette induction a 

également été observée 24h après le traitement de la lignée U87 avec un marquage à 

l’annexine V et également par une détection de l’activité caspase3.  

Fridman et coll. ont été les premiers à montrer une induction d’apoptose sur une lignée 

de mélanome [223]. Des doses modérées de plasma induisent une mort cellulaire par apoptose 

tandis que des doses élevées provoquent une mort cellulaire par nécrose. Ces données ont été 

confirmées par la suite par de nombreuses équipes qui ont également observé cette induction 
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d’apoptose [288, 297, 304]. L’apoptose découlant du traitement par plasma se déclenche dans 

les 24h mais atteint son maximum dans les 48 à 72h suivant le traitement [297].  

Les mécanismes précis de l’induction d’apoptose par le plasma ne sont pas encore 

clairement définis mais le rôle de p53 parait une nouvelle fois prépondérant [299]. p53 est une 

protéine importante dans le déclenchement des processus apoptotiques, en particulier via la 

régulation des protéines pro et anti-apoptotiques. L’évaluation de la balance apoptotique a été 

réalisée par Yan et coll. en déterminant l’expression des protéines Bax et Bcl-2 après le 

traitement par plasma des cellules HepG2 [299]. L’expression de la protéine Bax est associée 

à une augmentation de l’apoptose tandis que la protéine Bcl-2 est une protéine anti-

apoptotique. C’est la balance de ces protéines qui permet le déclenchement ou non de 

l’apoptose. Dans le cadre des traitements par plasma, une augmentation de l’expression de 

Bax est observée, associée à une diminution de l’expression de Bcl-2 [299]. Ces données 

mettent en évidence la place de la réponse intracellulaire résultant du traitement par plasma 

avec l’activation d’un certain nombre de facteurs de transcriptions comme p53, et l’induction 

de voies de signalisation conduisant au déclenchement de l’apoptose. Une étude de Ahn et 

coll. a confirmé ces données en étudiant l’effet du plasma sur les voies de déclenchement de 

l’apoptose [304]. Après avoir observé une apoptose induite par le plasma sur une lignée de 

carcinome du col de l’utérus (HELA), ces auteurs ont étudié le potentiel mitochondrial et ont 

montré une dépolarisation du potentiel membranaire de la mitochondrie après traitement. 

Cette dépolarisation conduit au relargage de facteurs pro apoptotiques [304]. En utilisant des 

inhibiteurs spécifiques des caspase 3, 8 et 9, les auteurs ont pu mettre en évidence le rôle des 

différentes caspases dans l’induction d’apoptose par le plasma. Avec les inhibiteurs de 

caspase 3 et 9, une diminution de l’apoptose induite est observée alors qu’avec un inhibiteur 

de la caspase 8, aucun impact sur l’apoptose n’est retrouvé. Ces données suggèrent que 

l’apoptose induite par le plasma impliquerait la voie mitochondriale et non la voie extrinsèque 

[304].  

Par ailleurs, l’apoptose est le principal type de mort cellulaire étudié après traitement 

plasma mais il n’est pas forcément le seul impliqué, d’autres types pouvant intervenir comme 

la catastrophe mitotique qui pourrait expliquer la mort cellulaire sur des temps tardifs après le 

traitement. En effet, la radiothérapie dont l’efficacité repose également sur la génération de 

ROS intracellulaires induit principalement une mort cellulaire par catastrophe mitotique qui 

n’intervient qu’après 2 à 3 divisions cellulaires [299]. La mise en place de ce type de mort 

repose également sur une activation de p53 conduisant au recrutement des protéines 

impliquées dans l’apoptose comme la caspase 3 [307]. Ce type de mort est la résultante de 



 Page 198 

 

l’accumulation de dommages qui conduit à des divisons asymétriques et un blocage de la 

mitose, ce qui signifie que dans ce cadre, les arrêts dans le cycle avec l’implication des 

différentes cyclines interviennent également [308]. 

Les arrêts dans le cycle cellulaire induisent l’apoptose des cellules, et même si d’autres 

éléments peuvent induire l’apoptose des cellules de manière indépendante du cycle, il semble 

que ce phénomène soit majoritaire.  

 

Les arrêts dans le cycle cellulaire conduisant à ce déclenchement d’apoptose sont 

principalement liés à la formation de dommages à l’ADN induits par le plasma. En effet, nous 

avons montré dans le cas des lignées U87-MG et HCT-116 une augmentation importante du 

nombre de cassures de l’ADN après traitement plasma avec la DBD. Ce type de cassures 

double brin est très souvent létal et conduit à l’apoptose à cause de l’impossibilité pour la 

cellule de les réparer. C’est ce type de mécanisme qui est couramment observé après 

radiothérapie ou encore avec la PDT [95]. Un nombre important de chimiothérapies comme 

les inhibiteurs de topo-isomérase induisent également des cassures de l’ADN conduisant à un 

arrêt irréversible du cycle cellulaire et à une mort par apoptose des cellules [63]. D’une 

manière générale, les ROS, qui sont particulièrement oxydants pour les molécules telles que 

l’ADN, vont induire un nombre important de cassures de l’ADN provoquant un arrêt du cycle 

cellulaire [137].  

Dans notre cas, l’évaluation de ces dommages à l’ADN a été réalisée par la détection 

par cytométrie en flux de la phosphorylation de H2AX. Cette protéine participe à la détection 

des cassures de l’ADN et est ensuite rapidement phosphorylée, ce qui va permettre la 

signalisation de ces dommages [309]. Par exemple, dans le cas de la radiothérapie, le 

recrutement de H2AX va activer les protéines ATM et ATR qui vont phosphoryler la protéine 

p53 et permettre son accumulation ; p53 va alors transcrire ses gènes cibles et ainsi induire 

une apoptose radio-induite [12]. Cependant, la phosphorylation de H2AX peut également 

intervenir dans le cadre de la fragmentation de l’ADN induite durant les processus 

apoptotiques. Pour détecter les dommages induits par le plasma lui-même, nous avons réalisé 

les expérimentations 1h après traitement. En effet dans la littérature, il est admis que les 

cassures d’ADN consécutives au déclenchement de l’apoptose n’interviennent pas avant un 

délai minimum de 3h [310]. 

Des études récentes ont également rapporté une augmentation du nombre de cassure 

de l’ADN après traitement venant confirmer nos données [297]. En utilisant, un marqueur 

identique (la phosphorylation de H2AX), une induction dose dépendant du nombre de 
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cassures de l’ADN a été observé sur une lignée de mélanome. Cependant, à hautes doses 

(>30J/cm²), les auteurs ont trouvé une diminution du taux de phosphorylation de H2AX et 

suggèrent que cette dose induit une mort cellulaire par nécrose. Une autre étude réalisée sur 

des plasmides a permis de déterminer l’effet du plasma sur l’ADN, en analysant le type de 

dommages induits [311]. Dès les premières secondes de traitement, un nombre très important 

de cassures simple brin est induit puis, dans des temps plus tardifs, il y a la formation de 

cassures double brin [311].  

 Les mécanismes de signalisation des dommages de l’ADN après traitement plasma ont 

été étudiés par Kalghatgi et coll. sur une lignée non tumorale de cellules épithéliales de sein 

(MCF10A) [221]. Comme pour les cellules tumorales, une augmentation dose dépendante du 

nombre de dommages à l’ADN est observée. Les auteurs ont ensuite analysé l’implication des 

protéines ATM, ATR et DNA-PK dans la phosphorylation de la sérine 139 de H2AX après 

traitement plasma mais également en comparaison avec le H2O2. En utilisant un inhibiteur de 

l’activité de ces 3 protéines (ATM, ATR et DNA-PK) : la wortmannin, la phosphorylation de 

H2AX est fortement diminuée que ce soit après traitement plasma ou encore avec le H2O2. 

L’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la protéine ATM ne réduit absolument pas la 

phosphorylation de H2AX en réponse au plasma, alors que la phosphorylation de H2AX est 

fortement diminuée après exposition au H2O2 [221]. Ces données suggèrent que les protéines 

ATR et DNA-PK seraient nécessaires à la phosphorylation de H2AX en réponse aux 

dommages de l’ADN induits par le plasma. Pour conclure sur le rôle de ATM et ATR, les 

auteurs ont utilisé des shRNA dirigés contre ATM ou ATR pour les inhiber spécifiquement. 

L’inhibition de la protéine ATM n’empêche pas la phosphorylation de H2AX alors que 

l’inhibition de ATR en bloque la phosphorylation [221]. Ces données confirment que les 

dommages à l’ADN induits par le plasma activent la protéine ATR, ce qui n’est pas le cas du 

H2O2 qui active la protéine ATM.  

 

 L’activation de la protéine ATM est généralement associée à la détection de cassures 

double brin de l’ADN, alors que la protéine ATR est associée à la formation de dimères de 

pyridines par les rayonnements UV [312]. Cependant, ce type de dommages n’a pas été 

retrouvé après l’exposition au plasma [221]. Le type de dommages induits par le plasma est 

encore à déterminer et bien que les cassures double brin ne soient pas à exclure, des 

dommages à l’ADN induit par l’oxydation des bases par les ROS sont à privilégiés. En effet, 

leur caractère électrophile les rend très réactifs et ils peuvent oxyder les bases de l’ADN. Ces 

oxydations conduisent à un nombre très important de bases modifiées, les plus étudiées étant 
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la 8-oxoG (oxo guanine), et les diols de thymines [313]. D’autre part, l’activation de ATR a 

été obtenue sur une seule lignée non tumorale dans le cadre de l’étude présentée. Une étude 

récente montre sur une lignée de cellule rénales, une induction d’apoptose mettant en jeu 

l’activation de la caspase 3 [314]. Cette apoptose est liée à la génération de dommages à 

l’ADN détectés par une augmentation de la phosphorylation de H2AX. De manière 

contradictoire à l’étude précédente, ces dommages à l’ADN induisent une signalisation 

dépendante de la protéine ATM [314], l’utilisation de cellules déficientes en ATM ne 

permettant plus de visualiser la phosphorylation de H2AX. A l’heure actuelle, les données 

disponibles ne sont donc pas suffisantes pour comprendre les phénomènes induits au niveau 

de l’ADN par le plasma et le type de cassures mis en jeu. 

 

D’après la littérature et nos données, l’effet du plasma pourrait être résumé de la 

manière suivante, le plasma induisant : 

- des dommages à l’ADN  

- le recrutement de la protéine ATR ou ATM 

- la phosphorylation de H2AX 

- l’activation de p53.  

- le blocage des cellules en phase S et G2/M via la régulation de p21 et des 

cyclines 

- l’arrêt de la prolifération 

- et la mort cellulaire. 

Ce type de mécanisme est assez similaire à ceux que l’on observe après radiothérapie ou 

encore avec l’utilisation de chimiothérapies comme les agents alkylants qui vont créer des 

dommages massifs à l’ADN. 

 

 

Après avoir démontré l’activité antitumorale des plasmas froids et l’action de ceux-ci 

au niveau intracellulaire, il est important de déterminer les composants du plasma à l’origine 

de cet effet. Le plasma est en effet composé de nombreux éléments intrinsèques qui peuvent 

tous présenter un effet antitumoral sur les cellules tumorales :  

 

- Les ROS 

- Les RNS 

- La température 
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- Le champ électrique 

- Les radiations UV  

- Les particules chargées 

 

La discrimination des composants impliqués, bien que non indispensable, pourrait 

permettre une amélioration de l’efficacité du plasma en jouant sur les paramètres les plus 

importants. D’après l’ensemble des effets observés au niveau cellulaire, les ROS semblent 

avoir une place prépondérante dans l’effet antitumoral des plasmas. Afin de prouver cette 

affirmation, nous avons réalisé des traitements direct et indirect des cellules tumorales. Dans 

le cas du traitement indirect, du milieu est traité puis est mis en contact avec les cellules. Avec 

ce traitement, les cellules ne sont pas exposées aux champs électriques, à l’élévation 

potentielle de température ni aux rayonnements UV. Elles sont uniquement exposées aux 

espèces générées par le plasma qui ont diffusées dans le milieu. Ce type de traitement induit 

une mort cellulaire identique à un traitement standard, ce qui signifie que ce sont les espèces 

qui sont majoritairement responsables de l’activité du plasma in vitro. Ces données ont été 

confirmées par ailleurs en utilisant le même type d’expériences sur une lignée de mélanome 

avec une source DBD [223]. La quantité de milieu présent dans les puits joue alors un rôle 

important, plus la quantité de milieu est importante, moins le plasma est efficace [223]. A 

partir de ce constat, Khalghatgi et coll. ont réalisé le traitement de cellules en diluant le 

milieu, ils ont mis en évidence que la quantité de dommages à l’ADN induits est corrélée à la 

concentration utilisée [221]. Le plasma générant des quantités importantes d’ions H+, une 

acidification rapide du milieu traité apparaît. Cette acidification dépend du type de source 

plasma utilisée et du temps de traitement. Dans nos expériences in vitro, l’utilisation d’un 

milieu de culture tamponné ne permettait pas une diminution en dessous de pH 6.5 même 

pour les doses de plasma les plus importantes. D’autres études dans la littérature montrent une 

diminution du pH aux alentours de pH5.5 après seulement 30s de traitement, les auteurs ont 

alors comparé l’effet de 30s de plasma à l’effet du milieu acidifié à pH5.5 et ont montré que 

cette acidification du milieu n’avait aucun impact sur la viabilité de la lignée utilisée, alors 

que le plasma entraînait la mort de plus de 80% des cellules [223, 297].  

Afin de vérifier que les RS générés par le plasma sont les acteurs majeurs de l’effet 

antitumoral, nous avons utilisé des inhibiteurs non spécifiques des ROS comme le NAC ou 

encore le pyruvate de sodium. En utilisant ces inhibiteurs, le plasma ne présente plus aucune 

activité antitumorale. Ces données sont conformes à celle retrouvées dans la littérature qui 

montrent que le NAC permet de prévenir les dommages à l’ADN induits par le plasma sur 
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une lignée de mélanome [297]. De manière non surprenante, l’apoptose induite par le plasma 

est également inhibée dans ces conditions [297]. Ces résultats ont été également obtenus sur 

une lignée non tumorale de cellules épithéliales de sein [221].  

Afin de déterminer la quantité de ROS produite dans le milieu, nous avons réalisé un 

dosage des ROS en utilisant deux sondes fluorescentes. La première est le DHE 

(DiHydroEthidium) qui est une molécule fluorescente préférentiellement clivé par le O2
•-, la 

seconde est le H2DCFDA qui permet la détection préférentielle du H2O2. L’utilisation de ces 

deux sondes a montré que le plasma produit dans le milieu de culture une quantité de ROS 

dose dépendante. En utilisant comme référence une gamme de dilution de H2O2,, nous avons 

mis en évidence que le plasma à la dose 10J/cm² génère une quantité maximale de H2O2 de 

l’ordre de 600µM. Cette quantité est largement surestimée, la sonde n’étant pas spécifique 

exclusivement du H2O2.  

Le dosage des ROS intracellulaires montre une augmentation importante par rapport 

aux cellules non traitées et met en évidence que les dommages induits à la cellule sont liés à la 

diffusion intracellulaire des ROS générés dans le milieu [221]. La durée de vie des ROS est 

souvent limitée à quelques secondes. Par exemple, l’oxygène singulet possède une durée de 

vie très courte (quelques µs dans l’eau et 25 à 100 µs dans les milieux organiques) mais est 

très réactif et susceptible de réagir dans son environnement proche (10 à 45 nm) [82]. Afin de 

vérifier l’influence du milieu de culture dans les effets antitumoraux, nous avons réalisé le 

traitement de cellules dans du PBS. Tout d’abord, le PBS en contact pendant 24h avec les 

cellules n’a pas d’influence sur la survie cellulaire. Le traitement de cellules dans du milieu 

ou du PBS induit les même effets antitumoraux, suggérant que l’effet antitumoral du plasma 

n’est pas lié à une dégradation du milieu de culture par les ROS (données non présentées). De 

plus, les espèces générées dans le milieu apparaissent relativement stables, le milieu traité 

continuant à conserver une activité antitumorale identique jusqu’à plusieurs jours après 

traitement. Une étude similaire a mis en évidence que le PBS traité de manière indirecte (le 

PBS est traitée puis est mis au contact des cellules) n’induit pas d’effet antitumoral, ce qui 

suggère que les espèces générées ne sont pas stables dans une solution non organique [221] et 

que les composants organiques présents dans le milieu du culture comme les acides aminés et 

les protéines sont donc en partie peroxydés et participent à l’action antitumorale [315]. Afin 

d’évaluer les composants du milieu impliqués, le milieu « complet » a été remplacé par du 

milieu ne contenant que certains acides aminés. Les dommages à l’ADN sont alors 

proportionnels à l’efficacité de peroxydation des acides aminés dans le milieu ; la valine est 
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l’acide aminé entraînant le plus de dommages, tandis que la méthionine ou la sérine 

n’occasionne aucun dommage [221].  

La peroxydation des acides aminés présents dans le milieu culture permet la stabilisation des 

ROS générés par le plasma. Cependant, le PBS seul induit aussi un effet anti-tumoral, ce qui 

laisse suggérer que, dans ce cas, il s’agit plutôt d’une action des espèces à demi-vie courte et 

d’une interaction de ces espèces avec les molécules présentes dans la cellule.  

 La génération des ROS et la peroxydation des molécules par le plasma sont à l’origine 

des effets anti-tumoraux observés. Les ROS sont des molécules décrites dans la littérature 

pour induire de nombreux effets biologiques. Le traitement par plasma permet ainsi de 

déposer au contact des cellules traitées une quantité importante de RS et c’est par la 

génération des ROS que l’on peut expliquer le rôle paradoxal du plasma.  

Les ROS, comme le plasma à faibles doses, contribuent à la prolifération cellulaire 

alors que des doses plus élevées peuvent induire l’apoptose des cellules [127]. En effet, le 

plasma froid utilisé à faibles doses permet la stimulation de la prolifération de cellules 

endothéliales. Cette prolifération cellulaire est liée à une sécrétion de FGF par les cellules 

dans l’heure suivant le traitement par plasma [285]. Le rôle des ROS a clairement été mis en 

évidence dans cet effet.  

A plus fortes doses, les ROS sont connus pour induire l’apoptose à la fois in vitro mais 

également in vivo sur diverses lignées cellulaires [122]. Ces ROS, particulièrement oxydants, 

vont induire un nombre important de cassures de l’ADN provoquant un arrêt du cycle 

cellulaire [137]. En parallèle, les ROS vont provoquer une perméabilité transitoire des pores 

mitochondriaux, ce qui permet le relargage des facteurs pro apoptotiques [122, 139]. 

L’ensemble des données sur les conséquences des ROS est concordant avec les données 

concernant l’effet du plasma froid sur les cellules. La littérature sur les effets des ROS sur les 

cellules est riche, ce qui permet d’obtenir des bases sur les propriétés des plasmas, en gardant 

à l’esprit que les ROS générés mais également les autres paramètres du plasma présents 

peuvent induire des effets particuliers propres aux plasmas. Les ROS peuvent induire de 

nombreux effets au niveau cellulaire dépendant de la dose et du type de lignée [142]. Les 

ROS, en plus de leurs effets sur l’ADN, ou encore l’apoptose, possèdent un rôle non 

négligeable sur d’autres paramètres comme le métabolisme cellulaire. Les ROS, via leurs 

rôles dans la signalisation cellulaire, sont également capables d’activer le facteur de 

transcription HIF-1[134, 135]. Ce facteur jour un rôle majeur dans la régulation de l’hypoxie 

et dans la mise en place de l’angiogenèse. Le facteur de transcription HIF-1 est couramment 

suractivé après les traitements par radiothérapie et est considéré comme un facteur de 
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radiorésistance [316, 317]. L’activation de ce facteur par le plasma n’a pour le moment pas 

été étudié, ni l’impact du plasma sur le métabolisme et l’angiogenèse. 

 

Avec ses effets antagonistes en fonction de la dose (i.e. prolifération vs. mort 

cellulaire), la dose de plasma délivrée aux cellules est une donnée importante. Comme évoqué 

précédemment, il n’existe pas à l’heure actuelle de normes dans l’établissement des doses de 

plasma, la dose délivrée et la réactivité du plasma pouvant varier de manière importante en 

fonction du type de source de plasma ou encore du type de gaz utilisé. Par exemple, les études 

spectroscopiques montrent qu’il est possible d’augmenter la quantité de ROS générée dans le 

plasma en mélangeant au gaz noble comme l’hélium, quelques pourcents d’oxygène, 

permettant ainsi d’améliorer l’efficacité antitumorale [303]. De plus, la dose n’est pas le seul 

paramètre à considérer, le débit de doses (i.e. la fréquence) à laquelle le plasma est appliqué 

pouvant également présenter un rôle non négligeable. Par exemple, il est décrit dans le cadre 

de la radiothérapie que le débit de dose utilisé a un impact sur la réponse, un débit de dose 

élevé occasionnant un nombre plus important de cassures double brin à l’ADN [318]. 

Dans le cadre du traitement par plasma, comme nous l’avons démontré, une même 

dose appliquée avec deux fréquences différentes n’occasionne pas des effets identiques sur la 

viabilité cellulaire. La fréquence la plus importante occasionne plus de dégâts, et ces effets 

ont été observés également dans le cadre de traitement dit indirect. Ces travaux n’ont été pour 

le moment confirmés par aucune autre équipe à notre connaissance.  

Notre hypothèse est que le taux de génération des ROS n’est pas identique en fonction 

de la fréquence de traitement, c’est-à-dire que la génération des ROS dans le milieu est plus 

efficace à haute fréquence, induisant de ce fait des effets plus importants en termes de dégâts 

cellulaires. En effet, nous avons exclu le rôle du champ électrique ou encore des UV dans un 

effet antitumoral direct du plasma in vitro, mais cela ne veut pas dire que le champ électrique 

et les UV ne participent pas à la génération des ROS dans le milieu qui auront une action sur 

les cellules [319]. Cette hypothèse est à confirmer en réalisant un dosage des ROS générés 

dans le milieu après exposition au plasma.  

 

 La dose et le débit de dose vont être deux paramètres importants dans le cadre de 

l’application du plasma in vivo, la tolérance des tissus exposés conditionnant les applications 

potentielles du plasma. Les équipes allemandes ont d’ores et déjà réalisé des essais cliniques 

de l’utilisation du plasma dans le cadre du traitement d’ulcères de jambes [251]. Ces études 

ont mis en évidence l’inocuité du plasma à faible doses au niveau cutané. Des études réalisées 



 Page 205 

 

auparavant avaient également mis en évidence cette bonne tolérance chez la souris mais 

également chez le porc [273, 275]. Elles ont permis de définir des doses de traitement 

acceptables n’induisant pas de dommages tissulaires. Dans le cadre de l’utilisation de nos 

sources, nous avons également évalué la tolérance de la souris vis-à-vis du plasma. Aucune 

variation majeure du rythme respiratoire et cardiaque n’a été observée. Au niveau de la zone 

cutanée traitée, de faibles doses n’induisent pas d’inflammation alors que des doses 

excessives induisent une inflammation importante, avec une déstructuration de la peau et un 

recrutement important de neutrophiles dans la zone traitée. Les dommages de la peau au 

niveau de la zone de traitement ont également été obtenus par Fridman et coll. qui ont montré 

le même type de résultats à haute dose de plasma [217]. D’après plusieurs études, les doses de 

plasma induisant ces dommages sont plus élevées que les doses thérapeutiques dont nous 

avons besoin [217, 220]. Nos études ont montré une inflammation localisée qui n’apparaissait 

qu’à partir de 4 à 5 min de traitement et semble acceptable jusqu’à 8-10 min de traitement (à 

200Hz). 

 Avec l’utilisation de souris transgénique NF-κB - Luc et l’imagerie de BLI, nous 

avons mis en évidence une induction de NF-κB dans les heures suivant le traitement dans la 

zone traitée. Le facteur de transcription NF-κB permet la régulation de l’inflammation et est 

activé par de nombreux stimuli comme les UV ou encore la radiothérapie [11]. De manière 

non surprenante, dans nos études, il est également activé après traitement au plasma. 

L’activation de ce facteur est décrite pour conduire à l’expression d’un nombre important de 

gènes impliqués dans l’inflammation comme le TNF ou encore l’interleukine 6 [320]. Avec 

l’activation de ce gène, de nombreuses modifications dans la signalisation cellulaire vont 

intervenir avec le traitement. Les mécanismes à l’origine de cette activation après plasma ne 

sont pas encore élucidées mais les ROS, tout comme les UV ou encore le champ électrique 

peuvent être à l’origine de cet effet. En effet, les ROS sont des modulateurs puissants de 

l’activation du facteur de transcription NF-κB [321], ils sont très oxydants et peuvent 

provoquer la mort des cellules par apoptose ou nécrose.  

L’induction de NF-κB par les ROS repose sur différents mécanismes. Les ROS 

peuvent activer la protéine IKK qui va alors phosphoryler la protéine IκB qui séquestre le 

facteur de transcription NF-κB dans le cytoplasme [321]. Après phosphorylation, IκB libère 

ainsi NF-κB qui pourra alors induire la transcription des gènes cibles. Un autre mécanisme 

repose sur une phosphorylation directe de IκB par les ROS [321]. 
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NF-κB est un facteur de transcription possédant différents rôles en fonction de la 

situation dans laquelle se trouvent les cellules [322]. En général, l’activation de NF-κB est 

liée à la promotion de la survie cellulaire mais dans certains cas, NF-κB contribue à 

l’induction de la mort cellulaire [322]. La manière dont NF-κB va lutter contre le stress 

oxydant est l’activation de la transcription d’un certain nombre de gènes cibles impliqués dans 

la détoxification des ROS, comme par exemple, la manganèse superoxyde dismutase ou 

encore la gluthation S transférase, l’augmentation de l’ensemble de ces enzymes permettant la 

diminution de la quantité de ROS intracellulaires [321].  

 

 Afin de diminuer le temps de traitement total qui est de l’ordre de 6 min, nous avons 

évalué l’effet d’une dose similaire mais appliquée avec un débit de dose plus élevé. Ainsi, 

nous avons réduit le traitement à une durée inférieure à la minute. Les résultats obtenus 

montrent que l’augmentation du débit de dose est extrêmement dommageable. En effet, la 

dose appliquée à 2000 Hz provoque dans les jours qui suivent le traitement, une nécrose 

tissulaire très importante qui a nécessité le sacrifice des souris. Le suivi de l’activation de NF-

κB a révélé une induction moins élevée du facteur avec un traitement à fréquence élevée, ce 

qui montre la limite de ce type d’imagerie. En effet, il est clair que l’inflammation et les 

dégâts produits sont bien plus élevés mais le facteur de transcription ne permet plus de les 

révéler.  

 L’imagerie de BLI reposant sur une activité cellulaire qui met en œuvre une activité 

transcriptionnelle, ainsi que l’utilisation d’ATP et d’oxygène, ces processus peuvent être 

affectés par un traitement à fréquence importante et ne pas permettre l’émission de BLI. De 

plus, par analogie aux résultats de l’effet du débit de dose sur les cellules tumorales in vitro, 

une mort cellulaire par nécrose peut intervenir plus rapidement, empêchant tout processus 

inflammatoire dans la zone traitée.  

  

 

Dans le cadre de l’utilisation du plasma froid comme nouvel agent antitumoral, les 

effets secondaires aux tissus adjacents constituent un paramètre important. Tout d’abord, nous 

avons observé une inflammation localisée dans la zone de traitement ce qui nous permet 

d’envisager que lors d’un traitement de tumeurs, le plasma étant appliqué de manière localisée 

sur la tumeur, les tissus adjacents ne seront que peu touchés et, si c’était le cas il s’agirait de 

doses moins élevées que celle directement adressées à la tumeur. Avec l’ensemble des 

données obtenues in vitro, il apparaît que les plasmas font intervenir une génération de ROS 
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au contact de la zone à traiter. Les ROS vont alors oxyder les cellules et provoquer les dégâts 

intracellulaires décrits préalablement. Les cellules normales et les cellules tumorales ne 

possèdent pas la même sensibilité intrinsèque aux ROS [138]. La prolifération rapide des 

cellules tumorales les rendent plus sensibles aux agents ciblant l’ADN que les cellules 

normales qui se trouvent majoritairement en phase de quiescence G0. Par exemple, dans le 

cadre de la radiothérapie, la sensibilité aux radiations selon les différentes phases du cycle 

cellulaire ne sont pas les même. Les cellules en phase S sont plus résistantes aux radiations, 

leur ADN étant moins exposé. La phase la plus radiosensible est la phase G2/M [115], phase 

dans laquelle ne se situent pas les cellules normales.  

De plus, le niveau basal de ROS dans les cellules normales est beaucoup plus faible 

que le niveau de ROS présent dans les cellules tumorales [323]. Ainsi, l’apport d’une même 

quantité de ROS aux cellules va permettre aux cellules tumorales de franchir la limite au delà 

de laquelle la concentration en ROS devient létale alors que pour les cellules normales, cette 

limite n’est pas atteinte [122]. Ce phénomène est détaillé sur la figure 94. Par ailleurs, il 

apparaît que le niveau d’expression basale des enzymes de détoxification ne soit pas corrélé à 

la sensibilité des cellules aux ROS [324], ce qui signifie que ce paramètre semble à exclure 

dans le cadre de la différence de sensibilité observée entre nos différentes lignées. 

Quelques études ont évalué la sensibilité de cellules tumorales par rapport à des 

cellules normales en utilisant la même source plasma et des doses similaires de plasma. Kim 

et coll. ont comparé la sensibilité de cellules de mélanome B16 par rapport à des fibroblastes 

(CL.7). Avec une même dose de plasma, les cellules tumorales apparaissent plus sensibles au 

traitement et une induction d’apoptose plus importante est observée dans les cellules 

tumorales [325]. Une autre étude a comparé la sensibilité du plasma envers des cellules de 

mélanomes B16, des cellules de cancer colorectal (COLO320DM) et des macrophages (RAW 

264.7) [296]. Des résultats similaires à l’étude précédente mettent en évidence une induction 

d’apoptose 30 % plus importante dans les cellules tumorales par rapport aux cellules 

normales. L’ensemble de ces données semble corrélé aux différentiels de l’effet des ROS sur 

les différents types cellulaires et met en lumière l’intérêt du plasma comme nouvel agent 

antitumoral présentant des effets secondaires potentiellement réduits. 
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Figure 94 : Sensibilité des cellules aux ROS. Adapté de [122]. 

  

Compte tenu de la bonne tolérance du plasma dans les conditions d’application, nous 

avons réalisé l’évaluation de l’activité antitumorale du plasma in vivo. Nos publications sont 

les premières à décrire un effet antitumoral du plasma dans le cadre de l’étude de l’activité 

chez le petit animal. Depuis, deux autres publications ont rapporté des résultats similaires 

[326, 327]. 

 Dans le cadre de nos études, nous avons choisi comme modèle animal la souris qui est 

la référence en oncologie. En première approche, nous avons évalué l’activité antitumorale du 

plasma sur un modèle sous cutané de glioblastome (U87-MG). Ce modèle de glioblastome 

humain présente plusieurs avantages dans le cadre de nos études dont : 

 

- Une croissance rapide 

- Une forme sphérique 

- Une grande chimio et radiorésistance 

 

De plus, cette lignée a été préalablement transfectée avec le gène de la luciférase ce qui 

permet un suivi de l’activité tumorale par imagerie de bioluminescence. L’imagerie de BLI 

réalisée en parallèle du suivi du volume tumoral par mesure au pied à coulisse permet 

d’obtenir des informations complémentaires aux volumes tumoraux bruts, comme l’activité 

des cellules et permet d’appréhender un effet au niveau tumoral avant d’observer un effet sur 

le volume.  

La durée du traitement des tumeurs a été définie à partir des études de tolérance et un 

traitement d’une durée de 6 min a été réalisé. Ce temps de traitement a été fractionné en trois 
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séquences de 2 min afin de limiter l’augmentation de température observée au niveau cutané. 

En effet, bien que le plasma soit froid, une augmentation de la température de l’ordre de 3 à 4 

°C intervient durant le traitement, la température revenant à la normale dans les secondes 

suivant l’arrêt du traitement. Le traitement appliqué en 3 fois permet d’avoir un traitement 

limitant l’exposition des tissus à une température élevée bien que modeste, mais permet 

également d’avoir un traitement d’une durée raisonnable pour laisser aux tissus un temps 

d’adaptation. Keidar et coll. a également évalué l’augmentation de la température sous 

cutanée durant un traitement de 2 min avec un plasma jet et a observé une augmentation de la 

température de 2°C [326]. 

La première fraction de plasma a été appliquée lorsque les tumeurs ont atteint un 

volume de 100 mm3 au minimum afin d’évaluer l’efficacité du plasma sur une tumeur de 

volume important et bien établie sur la souris. Ce paramètre est particulièrement important 

pour la prédictivité de la réponse observée dans un contexte de recherche translationnelle. 

Après une seule dose de plasma, aucun effet n’a été observé sur le volume tumoral. En 

revanche une augmentation du signal de BLI a été observée, associée à un arrêt des cellules en 

phase S. L’arrêt des cellules en phase S est concordant avec les données obtenues in vitro. De 

plus, plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’augmentation du signal de BLI traduisant une 

augmentation de l’activité tumorale. De manière identique à la radiothérapie ce phénomène 

peut être expliqué par un phénomène identique à la réoxygénation tumorale. En effet, après 

chaque fraction de RT, il se produit une réoxygénation tumorale qui est la conséquence 

directe de la réduction de la pression intra tumorale et de la normalisation de la 

vascularisation. Cet effet conduit à la radio sensibilisation des zones hypoxiques pour la 

fraction de RT suivante et finalement à la réduction de la masse tumorale qui n’intervient que 

plus tard [111]. L’autre hypothèse est en lien avec l’arrêt des cellules dans le cycle cellulaire, 

cet arrêt pourrait provoquer un « burst » métabolique par la mitochondrie qui est observé 

avant le déclenchement de l’apoptose [328] et induisant l’augmentation de la bioluminescence 

observée.  

Bien que le plasma induise un effet au niveau tumoral dès le premier traitement, afin 

d’obtenir un effet antitumoral, le plasma a été appliqué tous les jours pendant cinq jours. Ce 

protocole de traitement a été choisi afin de se calquer sur un protocole standard de 

radiothérapie. Il permet dès la cinquième exposition d’obtenir un effet antitumoral important 

du plasma froid. Le plasma induit une stabilisation du volume tumoral et une stabilisation de 

la bioluminescence durant la durée du traitement suggérant un effet du plasma sur la 

prolifération tumorale. L’impact du plasma sur la distribution cellulaire montre un arrêt des 
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cellules en phase S plus marquée après 5 fractions qu’après une seule. Ces données restent 

cohérentes avec celles obtenues in vitro sur cette même lignée. Afin de vérifier que 

l’augmentation du nombre de cellules en phase S est liée à un blocage des cellules et non à 

une repopulation tumorale comme cela est observé après radiothérapie et qui est à l’origine de 

l’échappement aux traitements [111], nous avons réalisé un marquage de la prolifération 

cellulaire par Ki-67 activé. Ce marquage utilisé en pratique clinique permet de déterminer le 

taux de prolifération tumorale [22]. Aucune différence du marquage de Ki-67 n’est observée 

après plasma, ce qui signifie tout d’abord, qu’il n’y a pas de phénomène de repopulation après 

plasma au temps considéré. Le marqueur Ki-67 permet de détecter toutes les cellules dans le 

cycle excepté les cellules en phase G0, ce qui signifie dans notre cas, que l’augmentation du 

nombre de cellules en phase S est bien liée à un blocage des cellules dans cette phase. Ce type 

de blocage des cellules et cet arrêt de la prolifération est un phénomène courant dans le cadre 

de traitement par radiothérapie [106] mais également dans le cadre de l’utilisation de ROS in 

vivo [138].  

En parallèle, l’évaluation de l’apoptose par un marquage immunohistochimique de la 

caspase 3 activée au sein de la tumeur a révélé une augmentation du taux d’apoptose avec le 

traitement par plasma. Une induction d’apoptose au sein d’une tumeur traitée par plasma est 

décrite ici pour la première fois et bien que cette induction soit modérée (x3), un traitement de 

cinq jours par radiothérapie (10 Gy) sur cette même lignée n’induit qu’un doublement de 

l’activité caspase-3 [174]. L’évaluation de la surface de nécrose après traitement ne montre 

pas de différence entre les tumeurs non traitées et traitées au plasma. Ces données suggèrent 

que le plasma agit au niveau de la tumeur par un blocage de la prolifération et par une 

induction d’apoptose sans induire de nécrose supplémentaire au sein de la tumeur.  

De façon intéressante, l’apoptose observée après plasma est répartie de manière 

homogène au sein de la tumeur et une induction plus prononcée n’est pas observée sur le 

dessus de la tumeur. Ce résultat pose la question de la pénétration du plasma et des 

composants impliqués dans cet effet au sein de la tumeur. La mise en place d’un effet type 

bystander peut expliquer un tel phénomène mais sur une surface limitée seulement et pas sur 

l’ensemble de la tumeur d’un volume de près de 200 mm3. Les composants du plasma 

impliqués dans cet effet antitumoral peuvent inclure les ROS, les UV, la température ou 

encore le champ électrique. Contrairement aux études réalisées in vitro, il est beaucoup plus 

difficile de discriminer les composants impliqués. D’autre part, les effets observés au niveau 

des tumeurs avec un blocage du cycle et l’induction de l’apoptose semblent liés à des 

phénomènes impliquant les ROS. De plus, nous avons observé une diminution importante du 
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pH cutané et une augmentation du pH sous cutané, ce qui tend à indiquer que des espèces 

chimiques seraient impliquées dans cet effet.  

Les autres composants comme les UV ou encore le champ électrique peuvent, d’après la 

littérature, également induire ce type d’effet [329, 330].  

Dans le cas des UV, un effet antitumoral a été décrit avec la mise en place de 

dommages à l’ADN [329]. Cependant, dans le cas du traitement de tumeurs sous cutanées, la 

peau fait office de couche protectrice pour la tumeur vis-à-vis du plasma. Considérant 

l’épaisseur de la peau de souris (~700 µm) et la capacité de pénétration des UV à travers la 

peau, qui va de 2 µm à 90 µm en fonction de la longueur d’onde [331], le rôle des UV 

apparaît comme négligeable dans l’effet antitumoral du plasma.  

L’augmentation de la température est limitée à quelques degrés durant le traitement, de 

plus cette augmentation n’intervient que pendant quelques minutes. L’hyperthermie est un 

traitement qui permet en fonction de la température de provoquer une mort cellulaire ou 

encore une sensibilisation des cellules à la radiothérapie via une augmentation du flux sanguin 

dans la tumeur [332, 333]. Ces phénomènes n’interviennent qu’à des températures supérieures 

à 41°C pendant de longues minutes suggérant que, dans le cas du traitement par plasma, 

l’effet d’une augmentation faible de la température n’a que peu d’impact. 

Le champ électrique est capable de provoquer un arrêt de la prolifération cellulaire in 

vivo en bloquant la division cellulaire [334, 335]. Il est cependant difficile de comparer le 

champ appliqué dans ce type d’étude par rapport aux champs présents dans le plasma, mais 

l’effet du champ sur l’effet du plasma in vivo serait à étudier. 

Un rôle coopératif de ces différents éléments n’est pas à exclure et pour conclure de 

manière définitive, sur un rôle unique des ROS dans cet effet, l’administration d’inhibiteur de 

ROS comme les NAC in vivo, permettrait de réduire ou supprimer l’effet antitumoral du 

plasma observé. 

 

 L’effet antitumoral du plasma in vivo a également été démontré sur une lignée de 

mélanome B16 greffée en sous cutané chez la souris [327]. Les auteurs ont évalué deux 

protocoles de traitement différents avec un plasma jet. Un des protocoles ne fait intervenir 

qu’un seul traitement d’une durée de 5s et ne provoque pas de retard de croissance tumorale. 

Le deuxième protocole implique un traitement tous les jours pendant 4 jours consécutifs 

pendant une durée de 5s et met en évidence un retard de croissance important des tumeurs 

traitées par rapport aux tumeurs contrôles [327]. Ce schéma d’administration est proche de 

celui que nous avons utilisé et qui a montré, sur la lignée U87-MG, un retard de croissance 
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tumorale de l’ordre de 6 jours. Ce retard de croissance se traduit dans notre cas par une 

augmentation de la survie des animaux de l’ordre de 60%. Ce chiffre est à comparer avec une 

augmentation de la survie de 200% sur cette même lignée décrite après deux semaines de 

traitement par radiothérapie alors que notre traitement n’est administré qu’une seule semaine 

[290]. Le schéma d’administration du plasma semble important pour obtenir un effet 

antitumoral et un seul traitement ne semble pas suffisant dans ces études pour obtenir une 

réponse. Dans le cadre du traitement de tumeurs facilement accessibles comme le mélanome, 

ce type de schéma semble en adéquation avec une pratique clinique, en revanche dans le cadre 

de tumeurs d’accès plus difficiles nécessitant une approche endoscopique, le nombre de 

fractions de traitement possibles sera limité. Par ailleurs, Keidar et coll. ont évalué l’efficacité 

du plasma sur deux types différents de tumeurs in vivo, une lignée de mélanome B16 et une 

lignée de tumeur rénale (SCaBER) [326]. Ces deux lignées tumorales ont été greffées en sous 

cutané chez la souris et le traitement a été administré en une seule fraction de 5 min avec un 

plasma jet. Dans le cas de la lignée de mélanome, un traitement unique par plasma permet une 

régression totale de la tumeur. Néanmoins, le volume tumoral le jour du traitement est un 

paramètre important à prendre en compte et est associé à la prédictivité de la réponse chez 

l’homme [167]. Un traitement réalisé sur des tumeurs de faible volume (~60 mm3) peut 

engendrer de fausses réponses positives [167]. Les auteurs ont ensuite réalisé le même 

traitement sur des tumeurs d’un volume plus important et ont obtenu dans ce cas un retard de 

croissance important. Des résultats similaires ont été obtenus avec la lignée de tumeur rénale, 

pour laquelle les souris traitées par plasma présentent une augmentation de 90% de leur survie 

[326]. Ce résultat obtenu avec un seul traitement est très encourageant dans le cadre du 

traitement de tumeurs greffées en situation hétérotopique surtout en sous cutané. En effet, la 

présence de la peau représente une barrière pour le plasma qui, en situation de greffe 

orthotopique de ce type de tumeurs, ne sera pas présente. L’efficacité du plasma pourra être 

plus importante et les doses administrées également, la tolérance de la peau n’étant plus une 

contrainte. 

 

Keidar et coll. ont également évalué l’impact du plasma au niveau tumoral en réalisant 

une puce d’expression génique de type Illumina et ont comparé l’expression génique des 

tumeurs traitées ou non [326]. Cette approche globale est très intéressante et permet de 

visualiser rapidement les effets du plasma sur l’expression génique. Une modification de 

l’expression génique a été retrouvée dans les gènes associés à la signalisation cellulaire, la 

prolifération, l’inflammation, l’invasion et la mort cellulaire. De nombreux gène impliqués 
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dans l’apoptose sont surexprimés après traitement, ce qui montre de manière indirecte que le 

plasma semble induire comme dans notre cas une induction d’apoptose in vivo. Des gènes 

impliqués dans le stress oxydant sont également augmentés après traitement, ce qui semble 

indiquer l’importance des ROS dans l’effet antitumoral du plasma in vivo [326]. Concernant 

l’effet du plasma au niveau de l’inflammation et du système immunitaire, l’effet antitumoral 

du plasma dans les deux études présentées précédemment a été obtenu sur une lignée 

tumorale murine greffée chez la souris, ce qui implique dans ce cas une possible intervention 

du système immunitaire dans la réponse antitumorale. L’ensemble de nos études a été réalisé 

chez la souris nude qui est immunodéficiente, ce qui implique que l’effet antitumoral observé 

dans notre cas ne fait pas intervenir le système immunitaire, or il apparaît par exemple dans le 

cas de traitement par PDT que le système immunitaire soit très important et influence la 

réponse antitumorale [93]. Il serait alors intéressant de comparer l’efficacité antitumorale du 

plasma sur une lignée tumorale murine greffée chez des souris immunocompétentes ou non 

afin de mettre en évidence l’implication du système immunitaire dans la réponse. 

 

 L’évaluation de l’activité antitumorale du plasma a ensuite été réalisée sur des tumeurs 

greffées en situation orthotopique afin de mimer au mieux l’environnement tumoral et 

d’objectiver un effet du plasma dans ce cadre. Comme évoqué précédemment, l’application 

du plasma au contact direct de la tumeur (en l’absence de la peau) devrait être bénéfique. Les 

cibles choisies pour cette évaluation sont les tumeurs du colon et du pancréas. Concernant les 

tumeurs pulmonaires, bien que la faisabilité et l’inflammation induite par le traitement au 

niveau pulmonaire aient été caractérisées et que le traitement soit bien supporté par la souris, 

l’évaluation de l’efficacité du plasma dans ce cadre n’a pas été réalisée pour le moment. 

 Les tumeurs du pancréas, en particulier les adénocarcinomes qui représentent plus de 

80% des tumeurs du pancréas, présentent une incidence en augmentation ces dernières années 

correspondant à 5 000 nouveaux cas par an [336]. Le traitement de ce type de tumeur repose 

sur la chirurgie, lorsqu’elle est possible, accompagnée en monothérapie d’un traitement par 

gemcitabine. Un traitement par radiothérapie peut également être proposé [336]. La PDT peut 

également être proposée dans les cancers du pancréas non opérables, le traitement par PDT est 

alors administré par voie endoscopique [85]. Ce type tumoral est associé à une hypoxie sévère 

qui la rend particulièrement résistante aux différents traitements proposés donnant une survie 

des patients à 5 ans inférieure à 5% [336]. 

 Dans ce cadre, nous avons évalué l’activité antitumorale du plasma froid sur un 

modèle de tumeurs de pancréas humain greffé chez la souris nude. Pour obtenir une tumeur 
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représentative de ce type de pathologie, les cellules ont été implantées en orthotopique, c’est-

à-dire au niveau du pancréas de la souris. La réponse au traitement a été réalisée en suivant 

l’activité tumorale par imagerie de BLI au cours du temps, la contrainte majeure du suivi par 

BLI est la présence de l’hypoxie sévère qui en augmentant au cours du temps peut conduire à 

un défaut d’émission de photons par la tumeur. 

Les résultats obtenus montrent que le plasma froid généré avec le plasma gun exerce 

une activité antitumorale importante sur un modèle de tumeur du pancréas implanté en 

situation orthotopique. Le plasma appliqué en trois fois à dix jours d’intervalle permet une 

stabilisation de la BLI par rapport aux tumeurs non traitées. En comparaison au traitement de 

référence, un antimétabolite (la gemcitabine), le plasma présente une meilleure activité que ce 

composé injecté à la dose de 200 mg/kg, ce qui signifie que le plasma présente une activité 

encourageante sur ce type de tumeur.  

 

Dans la plupart des cas, les traitements ne sont rarement proposés seuls, une 

association de différentes molécules permettant d’augmenter les effets. Une nouvelle stratégie 

comme le plasma froid ne pourra se substituer aux traitements actuels mais pourrait être 

associé de manière concomitante ou non à des traitements de référence. Nous avons évalué 

l’efficacité de ce type d’association dans le traitement du cancer du pancréas, le plasma ayant 

été associé à la gemcitabine. La gemcitabine est un sensibilisant connu associé à la 

radiothérapie et permet d’en augmenter la réponse dans différents types tumoraux dont les 

tumeurs du pancréas [337, 338]. Nos données montrent un effet bénéfique de l’association 

plasma gemcitabine en termes de réponse tumorale, avec un traitement par gemcitabine 

administré 24h avant le traitement par plasma. D’autre part, aucune augmentation de la 

toxicité causée par cette association n’a été observée.  

Les mécanismes d’action associés à cet effet n’ont pour le moment pas été étudiés. 

D’une manière générale, très peu d’études in vitro ont évalué les associations plasma – 

chimiothérapie. Kim et coll. ont rapporté un effet bénéfique de l’association du plasma avec 

un anticorps dirigé contre la protéine FAK [288]. Une seconde étude rapporte le bénéfice de 

l’association de cyclophosphamide avec le plasma in vitro sur un modèle de carcinome 

colorectal sans en détailler les mécanismes d’action [296]. L’ensemble du rationnel développé 

dans le cadre des associations chimioradiothérapie devrait pouvoir s’appliquer dans le 

contexte du plasma, même si ce point reste à vérifier. Par exemple, des thérapies ciblées 

dirigées contre des voies de signalisation potentiellement impliquées dans la résistance au 

traitement comme le facteur de transcription HIF-1 ou encore NF-κB. Le ciblage direct de 
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l’ADN avec des agents alkylants pourrait également présenter une autre alternative. Par 

ailleurs, le plasma est capable d’induire une perméabilisation transitoire des membranes 

permettant la transfection de molécules d’ADN dans les cellules [282, 339], ce qui laisse 

espérer la possibilité de faire pénétrer plus facilement les molécules cytotoxiques au sein de la 

cellule. 

 

Pour finir, l’évaluation de l’activité du plasma froid sur un modèle de carcinome 

colorectal a mis en évidence une activité antitumorale importante de cette stratégie. 

L’utilisation du plasma gun ou encore de la DBD dans le cadre du traitement de ce type 

tumoral implanté en situation orthotopique ne montre pas de différence majeure en termes de 

réponse, bien que le plasma mis en œuvre soit lui bien différent. Le traitement n’est appliqué 

qu’en une seule fraction au décours de l’acte chirurgical afin d’utiliser un schéma de 

traitement qui parait compatible avec une utilisation clinique. Avec cette fraction unique, le 

plasma induit un retard de la croissance tumorale très important associé à une augmentation 

de la survie des animaux de 115% et à une diminution du nombre de métastases.  

Compte tenu de la bonne tolérance du tissu adjacent traité vis-à-vis du plasma, une 

augmentation de la dose délivrée par une augmentation du débit de dose constituerait un point 

à aborder, tout comme une association à une chimiothérapie de référence comme l’irinotécan. 

De plus, l’étude mécanistique de l’effet du plasma sur ces tumeurs après un seul traitement 

sera un paramètre intéressant à étudier, en particulier l’effet du plasma sur l’apoptose et le 

cycle. A ce jour, l’étude de l’apoptose après plasma dans ces conditions a seulement été 

réalisée par imagerie de bioluminescence en utilisant une luciférine modifiée qui n’est active 

que dans les cellules en apoptose, mais aucun résultat probant n’a été obtenu. Cela est 

principalement lié aux problèmes rencontrés avec l’utilisation de cette ZDEVD-luciférine. 

Par ailleurs, l’effet du plasma sur le nombre de métastases in vivo est une donnée 

intéressante, celles-ci étant responsables de la plupart des décès liés au cancer [23]. Nous 

avons ainsi évalué l’effet du plasma sur la capacité de migration des cellules HCT-116 après 

traitement in vitro. Nous avons observé avec un test de cicatrisation un effet certes significatif 

mais pas majeur du plasma avec une diminution de la migration cellulaire. Sur la même 

lignée, une autre étude a rapporté un effet beaucoup plus marqué dans l’effet anti migratoire 

du plasma [300, 301]. Avec une étude réalisée sur une lignée de mélanome G361 in vitro, les 

auteurs ont observé une diminution de l’expression des intégrines α et de la protéine FAK 

(focal adhésion kinase) après traitement au plasma, qui sont des molécules impliquées dans la 

capacité métastatique des cellules tumorales [295]. En effet, il est décrit que l’incapacité des 
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cellules à exprimer les molécules d’adhésion comme les FAK ou les intégrines est associée à 

la dormance de ces cellules [25]. Cette diminution est une nouvelle fois liée à la génération 

des ROS par le plasma induisant la diminution de la capacité d’invasion.  

 

L’effet du plasma appliqué in situ sur des tumeurs colorectales apparaît donc comme 

particulièrement prometteur à la vue des résultats antitumoraux obtenu sur un modèle 

préclinique très représentatif de la situation clinique.  
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Conclusions et perspectives 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les stratégies thérapeutique actuellement mises en oeuvre dans la prise charge des 

pathologies tumorales reposent sur la chirurgie, la radiothérapie, et la chimiothérapie. Les 

développements et l’amélioration des traitements actuels sont basés sur les caractéristiques 

tumorales et visent à contrecarrer des altérations particulières, tout en tentant de limiter les 

effets secondaires.  

 

Dans ce contexte, nos études réalisées dans le cadre d’une recherche dite 

translationnelle, ont mis en évidence que le plasma froid possède une activité antitumorale 

importante à la fois in vitro mais également pour la première fois in vivo. Avec deux sources 

plasmas différentes (DBD ou plasma gun), une activité antitumorale très importante a été 

mise en évidence après quelques secondes de traitements sur des lignées représentatives de 

glioblastome, carcinomes colorectal, pulmonaire et pancréatique in vitro. 

 

Cette activité est liée à une production importante de ROS dans le milieu qui conduit à 

l’induction d’un certain nombre de mécanismes intracellulaires qui touchent différentes 

caractéristiques tumorales. Le traitement par plasma induit une diminution de la prolifération 

cellulaire via une induction de dommages à l’ADN, ces dommages vont conduire à un 

blocage des cellules dans différentes phase du cycle cellulaire et au final, induire un 

phénomène d’apoptose. En parallèle, la capacité de migration et d’invasion des cellules est 

diminuée. L’ensemble de ces effets est décrit pour être induit par les ROS avec l’implication 

d’un certain nombre de facteurs de signalisation comme p21 ou p53. L’évaluation de l’effet 
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du plasma sur d’autres caractéristiques comme l’angiogenèse et l’hypoxie ou encore les 

cellules souches reste à explorer. 

 

Les doses maximales tolérées chez la souris ont été définies et ont permis d’établir un 

protocole de traitement pour évaluer l’efficacité antitumoral du plasma in vivo. Le plasma à 

haute doses induit une inflammation importante avec un recrutement de neutrophiles dans le 

tissu traité. De plus, le plasma induit l’activation du facteur de transcription NF-κB qui est 

responsable de l’induction d’un certain nombre de gènes impliqués dans l’inflammation et la 

survie cellulaire. Les ROS possédant, a priori, un rôle majeur dans ces effets, les cellules 

tumorales sont plus sensibles aux traitements que les cellules normales, ce qui permet 

d’envisager un effet antitumoral important préservant les tissus adjacents. Sur des tumeurs 

sous cutanées, le plasma possède une activité antitumorale importante, avec un arrêt de la 

prolifération cellulaire et une induction d’apoptose dans la tumeur. Le traitement administré 

tous les jours pendant cinq jours permet d’obtenir un gain de survie des souris traitées de 

60%. En utilisant les tumeurs cibles de notre traitement (pancréas et colon) greffées en 

situation orthotopique, le plasma présente une activité antitumorale très importante avec une 

stabilisation de la taille des tumeurs et un gain en survie des animaux. 

 

Le type de plasma utilisé (plasma gun ou DBD) semble posséder une activité 

antitumorale équivalente mais ces données sont à confirmer sur d’autres lignées. De plus, les 

effets cellulaires entre la DBD et le plasma gun ne sont pas complètement équivalents mais 

cela semble être lié à la différence de doses utilisées. Par ailleurs, nos données ont montré que 

le débit de doses mis en œuvre pour le traitement influence de manière sensible l’effet 

antitumoral. Une même dose appliquée à différents débits n’induit pas les mêmes effets. Un 

travail important de définition des doses de plasma appliqué reste à accomplir et devra 

prendre en compte de nombreux paramètres parmi lesquels le débit de dose, le gaz ou encore 

la surface de traitement.  

 

Les perspectives sont multiples à la vue des différents résultats obtenus. Tout d’abord, 

la compréhension des mécanismes d’action des plasmas froids nécessite d’être renforcée afin 

de confirmer l’importance des ROS, en particulier in vivo. Une attention toute particulière est 

à porter sur la pénétration de l’effet du plasma à travers les tissus, ce qui va conditionner les 

conditions d’application du plasma et la taille des tumeurs pouvant être traitées par ce 

système. D’autre part, les facteurs de sensibilité cellulaire et les facteurs de résistance au 
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plasma doivent être définis afin d’améliorer l’efficacité tout en caractérisant le plasma produit 

en le modulant pour obtenir les espèces les plus efficaces avec des gaz ou mélanges de gaz 

différents. 

 

En conclusion, les éléments apportés par nos travaux montrent que l’utilisation du 

plasma en tant que nouvel agent antitumoral dans le traitement des tumeurs apparaît comme 

prometteur. De plus, le fait d’utiliser des modèles tumoraux in vivo représentatifs des cibles 

tumorales potentielles de l’application en clinique démontre une efficacité du plasma qui est 

prédictive par rapport à l’homme. Cette approche par plasma fibré est d’autant plus 

intéressante qu’elle pourra être couplée à la mise en œuvre simultanée de l’imagerie par 

fluorescence proche infrarouge per-opératoire à champ ouvert, ou par fibroscopie ou 

coelioscopie, ce qui permettra une identification plus précise des foyers tumoraux à traiter en 

ayant en parallèle la possibilité d’appliquer un traitement efficace avec une bonne tolérance 

pour les tissus adjacents. 
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Marc VANDAMME 

 
LES PLASMAS FROIDS, NOUVELLE STRATEGIE 

THERAPEUTIQUE EN CANCEROLOGIE 
 

Résumé :  
Dans la recherche de thérapie antitumorale de plus en plus innovante, nous avons évalué un 

traitement local basé sur l’utilisation de plasma froid. Le plasma froid (dans ce cas, <40°C) est un g az ionisé 
par un apport d’énergie. Il contient des charges (électrons, ions), des radicaux libres et des molécules 
excitées. Il peut être généré à l’extrémité de cathéter permettant un traitement locorégional comme le 
traitement de dysplasie ou encore de tumeurs non résécables. Une activité antitumorale importante du 
plasma a été mise en évidence in vitro sur diverses lignées tumorales (colorectale, pulmonaire, pancréatique 
et cérébrale). Par ailleurs les cellules tumorales sont plus sensibles au plasma que les cellules normales. 
Les ROS générés sont à l’origine des principaux mécanismes d’action du plasma. Ils induisent de nombreux 
dommages à l’ADN, suivi d’un arrêt du cycle cellulaire conduisant à l’apoptose des cellules. Les études de 
tolérance ont mis en évidence l’innocuité de faibles doses de plasma sur le tissu traité permettant de définir 
les doses de plasmas utilisable dans le cadre de traitements antitumoraux. En utilisant des tumeurs 
xénogreffées en sous cutané et l’imagerie de bioluminescence, une activité antitumorale du plasma froid a 
été mise en évidence pour la première fois in vivo avec une augmentation de la survie des souris traitées 
d’environ 60%. Le traitement induit un arrêt de la prolifération tumoral avec une induction d’apoptose dans 
l’ensemble de la tumeur sans augmenter la surface de nécrose. L’effet antitumoral a également été 
démontré en utilisant le plasma gun sur un modèle de tumeurs colique et pancréatique en situation 
orthotopique chez la souris avec une augmentation de la survie (115%) accompagné d’une diminution de la 
métastasie. Ces résultats obtenues dans une démarche de recherche translationnelle montrent l’intérêt 
potentiel du plasma comme nouvel agent antitumoral. 

Mots clés : cancérologie, plasmas froids, imagerie in vivo, traitement antitumoral, ROS. 

Non Thermal Plasma, a new strategy in oncology 
 

Summary:  
In the context of new innovated antitumor treatment discovery, we evaluated the efficacy of a new 

local treatment based on non-thermal plasma (NTP).  NTP is a cold (in this case, <40°C) ionized gas (a ir or 
noble gas) thanks to an electric discharge. It contains free charges (electrons, ions), free radicals and 
excited molecules. It can be generated at the end of a catheter allowing a local treatment that is compatible 
with usual endoscopes for dysplasia or non resecable tumors. We showed that NTP has a significant 
antitumor effect in vitro on various cell lines including colorectal, pancreatic, lung and brain tumor cells. The 
major action mechanisms of NTP was linked to a high rate generation of ROS in the vicinity of tumors cells 
and others plasma components have a minor implications. These ROS induce lethal DNA damages leading 
to a multiphase cell cycle arrest and finally to apoptosis. In vivo, a good tolerance of plasma treatment was 
highlighted and NTP treatment parameter was defined. Using subcutaneous xenografts and 
bioluminescence imaging, we showed a major antitumor effect of plasma in vivo with a 60% increase of mice 
life span. NTP treatments of tumor induce a tumor cell cycle arrest with a significant apoptosis induction in 
the whole tumor without increase of necrotic area.  This in vivo antitumor effect was also observed with an in 
situ treatment using plasma gun of colorectal and pancreatic orthotopic tumor xenografts. A significant 
increase of mice lifespan (115%) was obtained together with a metastasis decrease. These results obtained 
in translational research showed the potential antitumor activity of NTP as a new type of treatment for cancer 
treatment. 

 
Keywords : Oncology, non thermal plasma, in vivo imaging, antitumor treatment, ROS. 

 

 GREMI UMR 7344, Université d’Orléans   

14 rue d'Issoudun, BP 6744 - 45067 ORLEANS  
 
CIPA TAAM UPS 44,  UPS44 CNRS 
3B rue de la Férollerie, 45071 ORLEANS cedex   
 
Germitec SAS, 30 rue Mozart, 92110 CLICHY 

 

 




