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Introduction

Les tumeurs gliales demeurent de nos jours un des cancer dont le pronostic est le plus sombre,
Ja médiane de survie étant de 1’ordre de quelques mois et la qualité de vie souvent mauvaise.
Les possibilités thérapeutiques sont encore limitées avec un bénéfice de quelques mois
seulement sur la survie. De plus, développer de nouveaux traitements reste difficile, puisqu’il
s’agit de tumeurs dont la localisation anatomique particuliére rend parfois difficile I’exérese
chirugicale ainsi que la diffusion des substances cytotoxiques a cause du passage de la
barriere hémato-tumorale. Ceci implique de rester vigilant quant au rapport bénéfices/risques
apporté.

Bien que décrit depuis de nombreuses années, I’importance du systéme ubiquitine-protéasome
dans le fonctionnement intracellulaire n’a été réalisée que récemment et a fait ’objet de
nombreuses études, avec en particulier la mise en évidence de son réle central dans la
cancérogénese. C’est donc logiquement que de nouvelles molécules cherchant a bloquer son
activité¢ ont ¢&té développées : le bortezomib est le premier inhibiteur réversible du systéme
ubiquitine-protéasome commercialisé. Ces effets sur la croissance cellulaire sont multiples,
avec essentiellement une action pro-apoptotique, antimitotique et antiangiogénique ainsi que
radiopotentialisante. Il a déja donné des résultats prometteurs dans le traitement de certains
cancers tels que le myélome avec une bonne efficacité antitumorale et surtout une trés bonne
tolérance, ce qui a permis l’obtention d’une autorisation de mise sur le marché dans le
traitement du myélome évolutif apres une premicre ligne thérapeutique. Il fait actuellement
I’objet de nombreuses ¢tudes cliniques chez I’ Homme dans le cadre d’autres types de tumeur.
En ce qui concerne son action sur les tumeurs gliales, seule une étude a été réalisée,
démontrant une action antiproliférative et pro-apoptotique sur les cellules en culture. Il nous a
donc paru logique d’étudier I'efficacité thérapeutique de cette nouvelle molécule sur un
modele animal afin d’envisager par la suite une administration chez I’'Homme en
concomitance avec la radiothérapie pour en potentialiser 1’effet.

Notre travail, réalis¢é dans le cadre de cette étude, a consisté a évaluer effet de
I’administration du bortezomib sur la croissance de tumeurs gliales humaines xénogreffées, en
comparant d’une part I’évolution des volumes tumoraux entre les groupes de souris traitées et
non traitées et d’autre part celle de deux paramétres fondamentaux de la croissance cellulaire :
les activités mitotique et apoptotique.

Du point de vue technique, la prolifération des cellules au sein d’un tissu est facilement
évaluable par la morphologie et également par la mise en évidence de protéine du cycle
cellulaire. Par contre, la détection du processus apoptotique sur coupe tissulaire est moins

bien maitrisée : en effet, la technique de référence actuelle qui est la méthode TUNEL, fait
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Introduction

I’objet de nombreuses controverses et de nombreux scientifiques s’accordent a dire qu’elle
restent peu spécifique et donc peu fiable. De plus, la morphologie cellulaire en microscopie
optique est peu sensible. La mise en évidence par immunohistochimie de certains signaux de
transduction activés lors du processus apoptotique pourrait étre une approche plus sensible et
plus spécifique pour détecter ce mécanisme.

Notre travail a donc consisté a mettre au point et comparer différentes techniques de détection
de I’apoptose sur coupe tissulaire, afin de déterminer la méthode la plus sensible. Celle-ci
étant ensuite appliquée a chaque tumeur gliale xénogreffée pour le calcul de I’indice

apoptotique.
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Rappels anatomo-cliniques.

I-Les tumeurs gliales.

Les tumeurs gliales sont constituées de cellules dont la morphologie est proche de celle des
cellules gliales. Celles-ci sont, avec les neurones, les deux principales composantes du
parenchyme cérébral et comprennent 4 types de cellules : les astrocytes, les oligodendrocytes,
les cellules épendymaires et les cellules microgliales. Les cellules tumorales présentent les
caractéristiques morphologiques proche d’un de ces types cellulaires amenant & définir 3
sous-types de tumeurs gliales : astrocytaire, oligodendrocytaire ou épendymaire. De plus, au
sein d’une méme tumeur, plusieurs contingents cellulaires différents peuvent étre associés
aboutissant a des 1ésions mixtes.

Des difficultés diagnostiques particuliéres pour ces tumeurs peuvent &tre rencontrées du fait
de leur hétérogénéité et de I’absence de marqueur en immunohistochimie. La biologie
moléculaire pourrait dans un avenir proche devenir une aide précieuse pour classer ces
1ésions.

Nous n’aborderons dans ce chapitre que les tumeurs gliales de type astrocytaire et

oligodendrocytaire.

I.1-Données épidémiologiques.

Les tumeurs cérébrales primitives malignes font partie des dix premicres causes de déces par
cancer et leur incidence en France est estimée entre 6 et 7 pour 100000.{1]

Les tumeurs gliales représentent environ 70 % des tumeurs cérébrales primitives.

La plus fréquente et la plus maligne des tumeurs gliales est le glioblastome qui représente a
elle seule 65 % des tumeurs cérébrales primitives. Son incidence est en augmentation surtout
dans les pays industriels. Certaines populations apparaissent plus exposées que d’autre avec
une incidence plus élevée chez les caucasiens puis les populations noires et enfin les
asiatiques.[2]. Il est quatre fois plus fréquent que les astrocytomes anaplasiques avec un age
médian de 53 ans et un pic d’incidence situé entre 65 et 75 ans, touchant plus fréquemment
les hommes que les femmes (sex ratio :3/2).[3]

Les facteurs de risque de ces tumeurs sont mal connus et le seul qui soit prouvé est la

radiothérapie.
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Rappels anatomo-cliniques.

1.2-Classifications anatomopathologiques.

La classification anatomopathologique des gliomes demeure en 2006 un challenge dont le
principal but est d’établir des groupes morphologiques a valeur pronostique, qui sont
déterminés par le type histologique du gliome et son grade afin de proposer une thérapeutique

adaptée.[4]
L2.1-Classification OMS des tumeurs gliales.

e C(Classification OMS des tumeurs gliales (2000).[5]

Tumeurs astrocytaires :
- Astrocytome pilocytique = grade |

- Astrocytome diffus = grade I1

Deux principales variantes : fibrillaire et gémistocytique.

- Astrocytome anaplasique = grade 11

- Glioblastome multiforme = grade IV

De novo ou secondaire a des astrocytomes de grade 11 ou II1.

- Xanthoastrocytome pléiomorphe (PXA) de grade II ou anaplasique de grade III.

- Astrocytome a cellules géantes sous-épendymaire =grade 1.

Tumeurs oli godendfo gliales
- Oligodendrogliome de grade II.

- Oligodendrogliome anaplasique de grade III.

Tumeurs oligoastrocytaires [6]

- Oligo-astrocytome de grade 11

- Oligo-astrocytome de grade II
Existence de tumeurs mixtes glio-neuronales.

Les principes de grading des tumeurs gliales selon I’OMS sont résumés dans le tableau 1.
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Tableau I : Principe du grading des gliomes selon ’OMS [5]

Différenciation { Densité Atypies Activité Nécrose | Prolifération
cellulaire nucléaires mitotique microvasculaire
Astrocytomes diffus | Haut degré de | Modérée Occasionnelles | Absente ou 1 Absente | Absente
de grade Il différenciation mitose
Astrocytomes Anaplasie Augmentée
anaplasiques grade | focale ou diffusément ou | Présentes Présente Absente | Absente
111 dispersée focalement
Glioblastomes Faible Elevée Marquées Marquées Présente | Présente
grade IV
Oligodendrogliomes | Bien Modérée Possiblement Absente ou Absente | Non
grade II différenciés marquées mitoses ou proéminente
occasionnelles | faible
Oligodendrogliomes | Anaplasie Eventuellement | Eventuellement | Eventuellement
anaplasiques focale on augmentée marquées forte Possible | Possible
grade I1I diffuse
Oligoastrocytomes | Bien Faible ou ? Absente ou Absente | Absente
grade I différenciés modérée faible
Oligoastrocytomes Eventuellement | Eventuellement | Eventuellement
anaplasiques ? forte présentes forte Possible | Possible
grade II1

Cette classification anatomopathologique reste actuellement la référence internationale, mais

souffre d’un défaut majeur de reproductibilité [ 7] puisque le taux de discordance diagnostique

interobservateur et intraobservateur varie de 20% a 60%.[8, 9] Elle repose uniquement sur la

morphologie sans tenir compte des données cliniques et de I’'imagerie. Elle ne distingue pas

les cellules tumorales du parenchyme résiduel infiltré et ne tient pas compte de ’hétérogénéité

tumorale. Ainsi, la validité du diagnostic est entierement dépendante de la représentativité des

prélévements, qui devrait étre vérifiée par les données de I’imagerie.

Au contraire, la classification proposée par 1’hdpital Sainte-Anne (Paris) essaie de pallier le

défaut de reproductibilité en intégrant les donneés cliniques et de I’'imagerie.[4]
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1.2.2-Classification de I’hépital Sainte-Anne des tumeurs gliales.

Cette classification découle pour I’essentiel de I’é¢tude de biopsies étagées stéréotaxiques
corrélées a I'imagerie (scanner ou IRM). Ces travaux ont permis de définir la structure
spatiale des gliomes (infiltrants purs, solides purs ou mixtes), de préciser le mode de

croissance des gliomes, de redéfinir les critéres diagnostiques des oligodendrogliomes.[4]

e Classification de I’hopital Sainte-Anne (2000) des formes communes de gliome
chez ’adulte. [10, 11]
- Oligodendrogliome ou Oligo-astrocytome de Grade A
- Oligodendrogliome ou Oligo-astrocytome de Grade B
- Glioblastome

- Tumeurs glioneuronales malignes (TGNM) : nouvelle entit¢ que nous n’aborderons pas.

e Principes de grading des oligodendrogliomes ou oligo-astrocytomes de I’Hopital
Sainte-Anne [5]

Cette classification intégre les données clinique et de I’imagerie et repose sur 1’analyse de la
structure histologique des gliomes avec distinction de deux composantes : le tissu tumoral
solide (TT) et les cellules tumorales isolées (CTT). Elle s’appuie également sur le mode de
croissance tumoral qui tient compte de la néoangiogénése.
Elle ne reconnait pas 1’existence d’astrocytome diffus de grade II ou anaplasiques de grade
I1I. En conséquence, elle ne reconnait pas les glioblastomes secondaires.

Un systeme de grading n’est utilisé que pour les oligodendrogliomes ou oligo-astrocytomes.

- Structure spatiale des gliomes :

Les cellules tumorales isolées (CTI) infiltrent un parenchyme morphologiquement et
fonctionnellement intact (trame axonale préservée, pas de déficit neurologique), mais
induisent une gliose réactionnelle. Il n’y a pas de microangiogénése donc pas de prise de
contraste. Par contre il existe un oedéme ce qui se traduit par une hypodensité au scanner, un
hyposignal T1 et un hypersignal T2 a 'IRM.

Le tissu tumoral solide (TT) est constitué uniquement de cellules tumorales adossées les unes
aux autres, associées a une abondante microvascularisation. Il détruit le parenchyme cérébral

(absence ou diminution de la trame axonale et possible déficit neurologique.)
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Les astrocytomes pilocytiques sont composés uniquement de tissu tumoral solide (TT), les
glioblastomes de tissu tumoral solide (TT) et de cellules tumorales isolées (CTI), les
oligodendrogliomes et les oligoastrocytomes peuvent €galement présenter une structure mixte
mais sont le plus souvent, au début de leur évolution composés de cellules tumorales isolées

(CTD).

- Néoangiogénése :

En radiologie, les gliomes astrocytaires (formes bénignes ou malignes) sont richement
vascularisés et prennent constamment le contraste, contrairement aux oligodendrogliomes et
aux oligo-astrocytomes qui peuvent croitre pendant des années sous forme de cellules
tumorales isolées sans entrainer de prise de contraste. Le phénoméne de néoangiogénése est
un évenement tardif dans 1’évolution des oligodendrogliomes caractérisant le passage du
grade A au grade B.

Cette néoangiogénése s’apprécie de facon indirecte avec en histologie une hyperplasie
endothéliale (définie par la présence dans au moins un champs au microscope x10 de
capillaires dont les cellules endothéliales sont hyperplasiques possédant ponctuellement des

noyaux cote a cote).

Cette classification pose également de nombreux problémes dans la pratique quotidienne,
puisqu’elle exige un changement dans la prise en charge des prélévements avec intégration
obligatoire des données de I’imagerie. De plus, certaines difficultés émergent pour certains
diagnostics tel que celui de 1’oligodendrogliome ou la distinction entre un grade A et B peut
étre difficile a apprécier.

La classification parait parfaitement adaptée pour les tumeurs hémisphériques mais beaucoup
moins pour les tumeurs du tronc cérébral.

Enfin, sa reproductibilité entre pathologistes n’a pas encore été testée.[4]

L.3-Classification moléculaire

Des progrés importants ont ¢été réalisés ces dernieres années dans le recensement des
altérations moléculaires présentes dans les gliomes. Des profils d’altérations moléculaires ont
été identifiés et certains d’entre eux ont pu étre corrélés avec les données histologiques et
cliniques de sous-groupes tumoraux, contribuant a améliorer la classification histopronostique

des gliomes.[12]
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Les premicres altérations décrites dans les gliomes concernent les tumeurs astrocytaires avec
la mise en évidence d’une amplification du proto-oncogene EGFR (Epidermal growth factor)
et des altérations de P53 (mutation du géne suppresseur de tumeur et/ou accumulation de la
protéine p53). Ces deux anomalies sont trés rarement mises en €vidence en méme temps dans
une méme tumeur [13, 14], suggérant qu’elles appartiennent a des voies de tumorogénese
distinctes. En effet, I’amplification de 'EGFR est quasi exclusivement observée dans les
glioblastomes, ce qui suggere qu’il s’agit d’un éveénement tardif dans la progression tumorale.
En revanche, la mutation du géne P53 s’observe dans les tumeurs gliales de tout grade, ce qui
suggere qu’il s’agit d’un événement précoce dans la tumorogénése, qui s’associe aux tumeurs
qui progressent vers la malignité en plusieurs étapes. L’amplification de I’EGFR serait donc
I’apanage des glioblastomes de novo, alors que la mutation du géne P53 serait le témoin d’un
glioblastome « secondaire », c’est-a-dire provenant de la transformation d’une tumeur
astrocytaire de plus bas grade.[15] D’autres mutations ont été mises en ¢évidence (PTEN,
MDM2, délétion 19q) et pourraient également étre rattachées a 1’un ou 1’autre des sous-
groupes.

Pour I’instant, la valeur pronostique des altérations de P53 et de I’amplification/surexpression
de EGFR dans les tumeurs astrocytaires reste controversée. (valeur pronostique défavorable
de ’accumulation de p53 ? radiorésistance des tumeurs quand surexpression de I’EGFR ?)

La méthylation du promoteur de 1’06 méthylguanine ADN méthyl transférase dans les
glioblastomes est également un facteur prédictif de réponse au traitement par des agents

alkylants, et de survie.[16]

Les oligodendrogliomes se distinguent des tumeurs astrocytaires par la rareté des mutations
du géne P53 et surtout par la présence de délétions récurrentes du chromosome 1p et q19.
Celles-ci sont quasiment toujours associées, suggérant qu’elles sont intimement li€es du point
de vue fonctionnel. Ces deux altérations sont trés spécifiques des oligodendrogliomes et sont
tronvées dans moins de 10% des tumeurs astrocytaires. Elles sont présentes aussi bien dans
les grades II que III, suggérant une intervention précoce dans la tumorogénese. D’ autres
altérations génétiques ont été€ mises en évidence mais avec une moindre fréquence (délétion
homozygote de pl6/CDKN2A, délétion du chromosome 10q, amplification de 1’EGFR,
amplification du PDGFRA). D’un point de vue histologique, certaines études suggérent que
les tumeurs présentant une délétion des chromosomes 1p/19q de facon isolée correspondraient
aux aspects «typiques» des oligodendrogliomes dits en nid d’abeille [17]; les

oligodendrogliomes sans perte 1p/19q présenteraient des aspects « moins classiques » et un
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comportement plus aggressif. Les tumeurs combinant les pertes 1p/19q et les autres
altérations (délétion homozygote de p16/CDKN2A et/ou délétion du chromosome 10q et/ou
amplification de ’EGFR) présenteraient plus volontiers des caractéristiques morphologiques
de glioblastome (nécrose pseudopalissadique, prolifération endothéliocapillaire) associées a
d’authentiques plages de différenciation oligodendrogliale (glioblastome a composante
oligodendrogliale). Du point de vue clinique, une corrélation a €t€ mise en €vidence entre le
profil génétique et la localisation tumorale ainsi qu’entre le profil moléculaire et la valeur
pronostique : en effet, la perte du chromosome 1p est associée a une augmentation de la
survie des oligodendrogliomes anaplasiques et a une meilleure réponse a la chimiothérapie
[18] (taux de réponse de 100% a la chimiothérapie en cas de perte de 1p et 23,5% en cas de
non perte). Ces résultats pourraient également s’appliquer aux oligodendrogliomes de bas
grade.[19] Par contre, aucune ¢tude n’a été réalisée concernant la radiosensibilité. D’autres
altérations semblent avoir un role pronostique défavorable : la perte du chromosome 10q, les
délétions de pl 6/CDKN2A et I’amplification de I’EGFR. De plus, lorsque ces altérations sont
associées a une perte de 1p/q19, elles annulent son impact favorable sur le pronostic.

Les études faites sur les oligoastrocytomes rapportent des pertes des chromosomes 1p et 19q,
en nombre moins important que dans les oligodendrogliomes. Des mutations TP53, des
délétions de p16/CDKN2A et des amplifications de '’EGFR sont observées plus fréquemment
dans les oligo-astrocytomes que dans les oligodendrogliomes. D’un point de vue évolutif, ces
tumeurs se rapprochent des oligodendrogliomes, avec une bonne chimiosensibilité. Cependant
la valeur pronostique des délétions 1p n’est pas prouvée. La figure I illustre les différentes
mutations observées lors de la progression des tumeurs gliales.

En conclusion, une réflexion urgente doit se mettre en place pour aboutir a I’élaboration d’une
classification unique des gliomes afin d’améliorer la reproductibilité entre pathologistes et
permettre d’homogénéiser la prise en charge thérapeutique.[12]

Cette nouvelle classification devra sans doute tenir compte de différents ¢éléments :

I’histologie, I’'imagerie, la clinique et les données de biologie moléculaires.
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Figure 1 : Résumé des différentes mutations moléculaires lors de la progression des

tumeurs gliales.[3]
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1.4-Stratégies thérapeutiques actuelles.

Nous aborderons brievement le traitement des tumeurs gliales de bas grade et insisterons sur
les différentes thérapeutiques des tumeurs gliales de haut grade, qui sont celles concernées par

nos essais thérapeutiques.

1.4.1-Les tumeurs gliales de bas grade.

Les gliomes de bas grade comprennent selon la classification OMS : les astrocytomes
pilocytiques, les astrocytomes diffus de grade II, les oligodendrogliomes de grade II et les
oligo-astrocytomes de grade I1.[3]

Les astrocytomes pilocytiques sont des tumeurs gliales de I’enfant et de ’adulte jeune,
localisés essentiellement au niveau du cervelet et des voies optiques. Leur traitement repose
sur la réséction chirurgicale ou, en cas de tumeur non opérable sur la radiothérapie et/ou la
chimiothérapie.

Les autres formes de gliomes de bas grade sont traitées dans un premier temps par chirurgie
avec une exérese macroscopiquement totale, si possible. La radiothérapie est indiquée dans un
second temps. L’essai thérapeutique comparant ’administration de la radiothérapie en
postopératoire avec celle réalisée a la récidive, a montré I’absence d’impact sur la survie
globale, mais toutefois un bénéfice sur la survie sans progression.[20] Le moment auquel doit
étre effectué la radiothérapie doit étre discuté en fonction des facteurs pronostiques. Certains
essais sont en cours afin de comparer une chimiothérapie néoadjuvante (t¢émozolomide) avec
une radiothérapie conventionnelle dans les gliomes de grade II agressifs. La chimiothérapie
n’est préconisée actuellement que chez ’adulte pour les oligodendrogliomes de grade 1I
symptomatiques, qui sont les seuls pour lesquels la chimiosensibilité est prouvée. Chez
I’enfant de moins de 5 ans, la chimiothérapie est, apres la chirurgie, le traitement de choix afin

de retarder voire d’éviter la radiothérapie.[21]

1.4.2-Les tumeurs gliales de haut grade.

Le traitement des gliomes de haut grade repose également dans un premier temps sur la

chirurgie [22], avec une exérese la plus large possible, lorsque celle-ci est possible.
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1.4.2.1-Les glioblastomes

Le traitement standard de premiere ligne des glioblastomes [1] a longtemps reposé sur la
radiothérapie associéé a une chimiothérapic a base de nitroso-urées, aboutissant a un bénéfice
de 'ordre de 9 mois sur la médiane de survie. Depuis 2004, I’essai de 'EORTC et du NCI
Canada a défini un nouveau standard thérapeutique, reposant sur [’administration de
témozolomide en traitement concomitant et au décours du schéma conventionnel de
radiothérapie.[23] Les patients recoivent ainsi une irradiation fractionnée et focale de 2 Gray
par jour, 5 jours par semaine, pendant 6 semaines. Le temozolomide y est associé pendant la
radiothérapie en administration continue & la dose de 75 mg/m?/jour, poursuivie aprés la
radiothérapie sous la forme de 6 cycles utilisant le schéma de 5 jours a 200 mg/m2/jour tous
Ies 28 jours. Le témozolomide est un agent alkylant de deuxiéme génération, qui possede une
activité antitumorale par altération de I’ADN et par une action antiangiogénique.[24] Ce
schéma thérapeutique possede une bonne tolérance avec une toxicité acceptable
(hématologique essentiellement). Le bénéfice de ce nouveau standard est principalement
observé pour les tumeurs présentant une hyperméthylation du promoteur de MGMT.[16, 25]
En terme de survie, les résultats de 1’étude de phase 1II de ce nouveau standard thérapeutique
montrent une médiane de survie a 14,6 mois contre 12,1 pour la radiothérapie seule apres
chirurgie.[1]

Pour les tumeurs inopérables, 1’essait EORTC-NCIC suggere que cette nouvelle combinaison
n’apporte pas clairement de bénéfices. La radiothérapie reste le standard thérapeutique
associée ou non a une chimiothérapie. Plusieurs agents thérapeutiques ont fait 1’objet d’études
cliniques mais sans tmpact sur la survie.

Plusieurs protocoles de seconde ligne sur des glioblastomes en récidive sont a I’ étude.
1.4.2.2-Les astrocytomes anaplasiques.

Le standard thérapeutique pour ces tumeurs repose sur la chirurgie et la radiothérapie. Bien
que plus chimiosensibles que les glioblastomes, le bénéfice dune chimiothérapie adjuvante
n’est pas clairement établi et reste en cours d’essais. Deux schémas de chimiothérapie
adjuvante pourraient augmenter la survie globale : il s’agit des nitroso-urée en monothérapie
ou du protocole PCV (procarbazine-lomustine-vincristine). Ces deux schémas auraient une

efficacité comparable.[1]
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Le témozolomide a été évalué dans le traitement des astrocytomes anaplasiques en récidive,
ne montrant pas de différence significative sur le taux de survie sans progression a 6 mois et

la survie globale.[26]

L.4.2.3-Les oligodendrogliomes et les oligoastrocytomes anaplasiques.

Le standard thérapeutique repose sur la résection chirurgicale dans un premier temps, puis la
radiothérapie et une chimiothérapie par le protocole PCV (procarbazine-lomustine-
vincristine). La aussi, des études ont été réalisées avec le témozolomide, en premiére ligne ou
en seconde ligne a la récidive : des résultats encourageants sont obtenus surtout lorsque la
délétion 1p19q est présente, et sont d’autant plus intéressants qu’il s’agit d’un produit

présentant une faible toxicité.[1]

1.5-Conclusion

Le traitement des tumeurs gliales, surtout pour celles de haut grade, reste décevant, malgré le
développement des techniques chirurgicales, de la radiothérapie et des chimiothérapies. Leur
échec s’explique par le caractére tres infiltrant de ces tumeurs, excluant toute exérése totale, et
une relative résistance a la radiothérapie et aux chimiothérapies actuelles.[27]

De nombreuses molécules sont en cours d’étude, avec des approches thérapeutiques
différentes, directement issues des recherches fondamentales menées sur ces tumeurs.

Ces nouveaux traitements peuvent schématiquement é&tre divisés entre immunothérapie,
thérapie génique, agents anti-angiogéniques et inhibiteurs des voies de la carcinogénese.
L’autre axe de recherche repose sur la meilleur diffusion des molécules dans le systéme
nerveux central, avec le développement de nouvelles formes galéniques (vectorisation) afin de
passer la barriére hémato-encéphalique et d’augmenter la concentration des molécules dans le
tissu cérébral.[27, 28]

Actuellement, malgré toutes ces nouvelles approches thérapeutiques, les glioblastomes restent
des tumeurs incurables, dont la médiane de survie est médiocre : environ 14 mois pour les

glioblastomes opérables traités par témolozomide.
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I1-Le Bortezomib (VELCADE®) et le systéme ubiquitine-protéasome.

I1.1-Le systéme ubiquitine-protéasome.

Ce systeme a été décrit en plusieurs étapes avec tout d’abord en 1975, la découverte de
I’ubiquitine par Goldstein et a/ [29], puis en 1988, la description du protéasome par Arrigo et
al.[30] Ce n’est que depuis 4 ou 5 ans que 'importance de ce systeme dans la régulation

cellulaire a été mise en évidence, débouchant ainsi sur une possible cible thérapeutique.
I1. 1. 1-Définition et fonction

La dégradation des protéines au sein des cellules normales se fait par deux mécanismes
principaux :

- la voie lysosomale qui assure 10 a 20 % de la protéolyse cellulaire totale, intervenant
uniquement dans la dégradation des protéines extracellulaires internalisées apres endocytose
ou pinocytose (par exemple, les facteurs de coagulation, les immunoglobulines et I’albumine.)
- le systéme ubiquitine-protéasome qui assure plus de 80 % de la protéolyse cellulaire totale.
11 assure essentiellement la dégradation des protéines intracellulaires telles que par exemple
les protéines régulatrices du cycle cellulaire.[31]

Le protéasome est un systéme multi-enzymatique jouant un réle majeur dans la protéolyse
intracellulaire. Il est indispensable a la vie et la délétion des geénes codant pour ses sous-unités
est incompatible avec la vie. Son fonctionnement harmonieux participe au maintien du
fonctionnement normal de la cellule.

On parle de systéeme ubiquitine-protéasome, puisque le protéasome ne reconnait les protéines
a dégrader que si celles-ci sont ubiquitinylées.[31]

Localisé tant au niveau du noyau que dans le cytoplasme, ce systéme est impliqué aussi bien
dans 1’élimination des protéines anormales ou surnuméraires que dans la transformation de
précurseurs en protéines biologiquement actives. Il assure ¢galement la destruction organisée
et séquentielle de nombreuses protéines régulatrices telles que par exemple les cyclines ou
encore les activacteurs et inhibiteurs transcriptionnels. De ce fait, il est impliqué dans tous les
processus cellulaires majeurs tels que la prolifération, I’apoptose, la différenciation et la

réponse aux stimuli extracellulaires.[32]
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11 est également impliqué dans la destruction de certaines protéines extracellulaires. Il assure
ainsi la dégradation des protéines d’origine exogéne et permet la production des peptides
antigéniques qui seront présentés par les molécules du complexe majeur d histocompatibilité

de classe I, assurant une réponse immune spécifique.[33] (photo n°2)

I1.1.2-Structure du protéasome

Le protéasome 26S est constitu€¢ de deux unités régulatrices de masse moléculaire 19S et
d’une unité catalytique de masse moléculaire 20S.

Chaque unité catalytique 20S est constituée de I’empilement de quatre anneaux, identiques
deux a deux : deux anneaux alpha et de deux anneaux béta, définissant une cavité interne.
Chaque anneau est constitué de 7 sous unités.

Les annecaux alpha permettent la fixation des unités régulatrices 19S. De plus, leur extrémité
NH,-terminale obstrue a 1’¢tat basal les orifices d’entrée de la chambre catalytique et
protégent les protéines d’une dégradation incontrolée.

Les anneaux béta posseédent une activité catalytique avec trois variétés enzymatiques : une
activité trypsine-like qui permet la séparation des acides aminés hydrophobes, une activité
PGPH (post-glutamyl peptide hydrolysing) qui dissocie les acides aminés acides et une
activité chymotrypsine-like qui agit sur les acides aminés basiques. Les sites actifs présentent
tous la particularité d’attaquer leurs substrats par un résidu thréonine amino-terminal.[34]
Chacune des unités régulatrices 19S est composée de 18 sous unités. Par leur fixation sur
I'unité catalytique 208, elles permettent son activation en ouvrant les anneaux alpha, elles
assurent la reconnaissance de la chaine d’ubiquitine, elles dénaturent la protéine cible et
recyclent les molécules d’ubiquitine et enfin, elles injectent la protéine cible au niveau du

protéasome 20S.

II.1.3-Mécanisme d’action

La premicere étape de la protéolyse par le protéasome se fait en régle par la fixation sur la
protéine a dégrader d’une chaine de poly-ubiquitine, véritable systéme de reconnaissance pour
le protéasome.[32] Cependant, une fraction des protéines ne nécessiterait pas d’étre
ubiquitinylée pour étre détruite par le protéasome. Les mécanismes et les éléments régulateurs
de cette voie de dégradation restent a préciser.[35]

La deuxieéme étape est I’hydrolyse de la protéine par le protéasome.
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11.1.3. 1-Ubiquitinylation

L’ubiquitine est une protéine cytosolique de 76 acides aminés, décrite pour la premiere fois en
1975 par Goldstein et al dans le thymus de beeuf. Elle a ensuite été mise en évidence dans des
cellules d’origine diverse, que ce soit chez les mammiféres ou chez les végétaux, constituant
ainsi une composante cellulaire universelle, d’ou le nom d’ubiquitine qui lui a été attribué. Ce
n’est que quelques années plus tard que son intervention obligatoire dans le processus de
dégradation protéasomique par la reconnaissance de la protéine a dégrader a été mise en
¢évidence par Ciaechanover et Herchko.[36]
Cette opération se déroule en quatre étapes :

- Activation de ’ubiquitine (enzyme d’activation ou E1).

- Conjugaison de I"ubiquitine activée (enzyme de conjugaison ou E2).

- Fixation de ’ubiquitine sur la protéine cible (ubiquitine-ligase ou E3).

- Elongation de la chaine d’ubiquitine (E4).

L’ubiquitinylation nécessite de 1’énergie sous forme d’ATP.[31]

I1.1.3.2-Dégradation de la protéine par le protéasome.

Une fois ubiquitinylée, la protéine est reconnue par un des complexes régulateurs 19S qui la
dénature et l’'injecte dans la chambre catalytique du protéasome 20S. Elle est ensuite
progressivement clivée puis dégradée sous forme de peptides de 3 a 22 acides aminés, qui
peuvent subir un clivage ultérieur par d’autres protéases cytoplasmiques. L ubiquitine est

recyclée.
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Figure II : Structure moléculaire du protéasome.
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Figure IV : Etapes du fonctionnement de la protéolyse protéasomique.
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11 1.4-Implication du systéme ubiquitine-protéasome en pathologie humaine.

La dégradation des protéines intracellulaires est un processus indispensable au maintien de
I’homéostasie cellulaire. Le systéme ubiquitine-protéasome fait partie intégrante de toutes les
cascades de signalisation intracellulaire, il n’est donc pas étonnant de constater une altération
de la dégradation protéasomique dans de nombreuses maladies telles que les cancers, les
maladies neurodégénératives (maladies d’Alzheimer et de Parkinson) et les désordres

métaboliques (mucoviscidose, maladie de Wilson).[37]

Pour les syndromes neurologiques et les maladies métaboliques, la principale perturbation
observée est le défaut de dégradation de la ou des protéines responsables des troubles
cliniques, soit a cause d’une anomalie de la protéine qui n’est pas reconnue par le systéme de

dégradation, soit a cause d’un mauvais fonctionnement du systéme ubiquitine-protéasome.
2

A Tinverse, dans le cas du cancer, le systéme ubiquitine-protéasome participe, par une
protéolyse accélérée, a I’emballement du cycle cellulaire et a la prolifération anarchique des
cellules tumorales. La aussi, les facteurs supresseurs de tumeurs seraient trop dégradés.

Par exemple, il a été démontré dans de nombreuses tumeurs telles que les gliomes ou les
sarcomes, une diminution de la protéine p53 est retrouvée, essentiellement due a une
surexpression de MDM2, qui, par l'intermédiaire de 1’ubiquitine-ligase E3, induit une
ubiquitinylation et donc une dégradation exagérée de p53.[31, 38]

Dans le cadre des glioblastomes, il est démontré que dans environ 40% des tumeurs, ’EGFR
est muté et n’est pas reconnu par le systeme de dégradation cellulaire. Il s’accumule et une
faible proportion de cellules subit une activation permanente de ses récepteurs[38]. Dans la
plupart des cas, c’est une anomalie de 1’ubiquitinylation qui est a ’origine du trouble de la

dégradation des protéines.

Certaines ¢études ont cependant démontré un taux d‘unité catalytique 20S plasmatique (plus)
¢élevé dans certaines maladies cancéreuses telles que la leucémie myéloide aigue, la maladie
de Hodgkin, les syndromes my¢lo prolifératifs chroniques et quelques tumeurs solides.[39]
Cependant, il n’est pas slir que toutes les unités protéasomiques soient actives.

D’autres auteurs ont démontré que le niveau d’activité du protéasome est nettement plus élevé
dans les cellules tumorales que dans leurs homologues cellulaires bien différenciés, c’est le

cas pour le tissu prostatique.[40]
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C’est dans le domaine de la cancérologie que les recherches sont actuellement les plus

avancées, le systéme ubiquitine-protéasome constituant une cible prometteuse.

I1.2-Le bortezomib.

Le bortezomib est une molécule cytotoxique, qui agit par inhibition transitoire du protéasome.

C’est le seul inhibiteur du protéasome actuellement commercialisé.

I1.2. 1-Généralités.

Le protéasome faisant partie intégrante de la machinerie cellulaire et participant au
développement tumoral, la recherche s’est naturellement tournée vers la synthése
d’inhibiteurs de 1’activité protéolytique du protéasome.[40]

Plusieurs séries de molécules ont été étudiées: les dérivés naturels (lactacystine,
époxomicine, macrolides) et les dérivés synthétiques (aldéhydes peptidiques, amides, dérivés
de I’acide boronique).

Les inhibiteurs irréversibles de D’activité protéolytique du protéasome sont des produits
excessivement toxiques et incompatibles avec la vie. Les molécules utilisables en vue d’une
administration chez I’Homme sont les inhibiteurs réversibles du protéasome.

Le produit le plus développé actuellement est un dérivé peptidique de I’acide boronique, le
bortezomib, commercialisé sous le nom Velcade®. Cette molécule inhibe transitoirement

”activité chymotrypsine-like de ’anneau béta de I'unité catalytique 20S du protéasome.
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11.2.2-Pharmacocinétique.

L’administration du traitement se fait par voie intra-veineuse. Le bortezomib est rapidement
et largement distribué, sauf au niveau des yeux, du testicule et du systeme nerveux central
lorsque la barriére hémato-tissulaire est intacte.

L’activité normal protéasomique est restaurée 2 a 3 jours apreés [’adminitration du

bortezomib.[41]

I1.2.3-Toxicité.

Les principaux effets indésirables observés chez ’Homme sont : 1’asthénie, les nausées, les

diarrhées, la thrombopénie et les neuropathies périphériques.

I1.2.4-Efficacité préclinique.

Une premicre ¢tude réalisée par 1’Institut National du Cancer Américain (NCI) a montré que
le bortezomib exercait une action cytotoxique sur plus de 60 lignées de cellules tumorales
humaines in vitro.[40] De nombreuses études précliniques in vitro ou in vivo sur des modéles
de xénogreffes tumorales humaines ont été réalisées. Elles ont confirmé le large spectre
d’activité cytotoxique du bortezomib[40]. Il a également €été démontré que le bortezomib est
capable de potentialiser I’effet antitumoral d’autres agents anticancéreux tels que la
chimiothérapie ou la radiothérapie.[42, 43]

L’activité antitumorale du bortezomib est aujourd’hui attribuée principalement a sa capacité
d’induire D’apoptose des cellules tumorales, avec une activation des voies pro-apoptotiques
(relargage du cytochrome c et activation de la caspase 8). [44]

Etant donné la multiplicité des substrats du protéasome, il n’est pas étonnant que 1’inhibition
des fonctions protéolytiques du protéasome affecte de multiples voies de signalisation
intracellulaire. Les mécanismes par lesquels le bortezomib induit ses effets restent donc mal
définis. Ces mécanismes sont trés divers et variables en fonction des lignées cellulaires
étudiées.[41] Les cibles moléculaires les plus fréquemment évoquées sont NF-kappaB, p53,
p21, et p27 ainsi que les voies de signalisation dépendant des MAPkinases. Ces différentes
cibles sont résumées dans le tableau II.

Une seule étude a été publiée concernant les effets antitumoraux du bortezomib sur des

lignées cellulaires de glioblastome.[45] Celle-ci met en évidence un arrét de la prolifération
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cellulaire et une induction de 'apoptose. Au niveau moléculaire, une augmentation de
I’expression de p21, de p27 et de la cycline B1 est retrouvée, associée a une diminution de
Pexpression de CDK2, CDK4 et E2F4, ce qui induit un arrét du cycle cellulaire. L’effet pro-
apoptotique a également été mis en évidence (induction de I’apoptose pour 35 a 40 % des
cellules tumorales), associé a une diminution de I’expression de Bcl-2 et de Bel-x1, du taux de
NF-kappaB et une augmentation du taux de TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
et de TNF alpha (tumor necrosis factor alpha).

Tableau II : Principales cibles moléculaires du bortezomib et participation a effet

antitumoral[41]

Cibles Conséquences de | Contribution a4 Ueffet antitumoral

L’inhibition du

protéasome

NF- Pas de | Diminution de la transcription des génes dépendant de NF-

kappaB | translocation kappaB impliqués dans la survie des cellules tumorales, la
nucléaire de prolifération, 1’invasion, la formation de métastases et
NF-kappaB I’angiogénese.

P21 et Accumulation de | Induction d’arrét en G1/S et G2/M

p 27 p21 et de p27

p44/p42 | Inactivation de | Diminution de la prolifération cellulaire et des signaux de

MAPK | p44/p42 survie.

p53 Accumulation de | Augmentation des inhibiteurs du cycle (p21) et des facteurs
p53 pro-apoptotiques.

Bax Accumulation de | Augmentation de la libération de cytochrome c¢ par les
Bax mitochondries et induction d’apotose.

IL.2.5-Efficacité clinique.

Les essais cliniques de phase I et I ont rapporté la tolérance et ’efficacité antitumorale du
bortezomib chez I’Homme et ont amené la FDA (Food and Drug Administration) & accorder a
ce produit une autorisation de mise sur le marché (AMM) accélérée pour le traitement du

myélome multiple en progression aprés deux lignes de chimiothérapie. Une extension de
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I’AMM a été apportée en septembre 2005 pour le traitement du myélome aprés la premiére
récidive, en association avec la dexaméthasone

Dans une grande étude de phase II portant sur des malades porteurs d’un myélome multiple
en progression apres plusieurs lignes de chimiothérapie, une réponse dans 35% des cas a été
observée dont environ 10% de réponse trés importante voire complete. La durée moyenne de
réponse a ¢t¢ de 12 mois. De plus la toxicité était minime.[41]

De nombreux essais sont en cours concernant le cancer du sein, le cancer de la prostate, le
cancer du poumon, les lymphomes (notamment lymphome du manteau)

Plusieurs études tentent également d’évaluer 1’intérét d’association a d’autres agents
anticancéreux tels que la chimiothérapie (irinotécan, gemcitabine, taxanes, sels de platine,

doxorubicine) ou la radiothérapie.[41]
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III-La mort cellulaire en pathologie tumorale.

Les mécanismes impliqués dans la mort cellulaire, spontanée ou induite par la thérapeutique
en pathologie tumorale sont multiples. Compte tenu des connaissances acquises sur le mode
d’action du bortezomib, nous nous intéresserons dans notre travail principalement a

1’apoptose.

II1.1-L’apoptose.

IIIL. 1. 1-Définition.

En 1971, JFR Kerr [46], un pathologiste expérimentateur britannique, étudiant les
conséquences sur le parenchyme hépatique de la ligature des branches de la veine porte,
constata que dans ces circonstances, il n’est pas observé de mort cellulaire massive. Dans ce
cas, en effet, la souffrance cellulaire s’exprime sous la forme de la mort de cellules isolées et
disséminées. Cette mort cellulaire se caractérise par la condensation et la compaction de la
chromatine et une fragmentation cellulaire. Les cellules qui meurent par apoptose implosent
plutét que d’exploser comme dans la nécrose. Kerr qualifia ce phénoméne de « mort par
rétraction ». Une année plus tard, Kerr , A.H. Currie et A.R. Willie proposérent pour cette
variété de mort cellulaire un nom plus porteur : apoptose, terme qui évoque la chute des
feuilles, une allusion au fait que dans ce processus les cellules meurent isolement tout comme

les feuilles tombent une par une en automne.[47]

L’apoptose est une variét¢ de mort cellulaire programmée, une sorte de suicide ou
d’autosacrifice qui met en jeu un ensemble de genes spécifiques dont 'existence n’a été
révélée qu’au cours des années 1980. Il existe, en effet, dans chaque cellule vivante, un
programme génétique de mort qui, s’il est mis en oeuvre, entraine sa disparition dans la plus
grande discrétion.[47] Sa mise en ceuvre peut étre programmeée dans le temps, notamment au
cours de I'ontogénese pour éliminer des populations cellulaires excédentaires, ou induite par
des signaux extérieurs. Toutes les morts cellulaires programmées, cependant, ne présentent
pas les criteres morphologiques de ["apoptose. Il en va ainsi, par exemple de celle des
kératinocytes au cours de la maturation de 1’épiderme (photo 4a) et des chondrocytes du

cartilage hypertrophique lors de I’ossification enchondrale diaphysaire (photo n°4b). Clark
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reconnait deux modalités supplémentaires de mort cellulaire programmée : 1’autophagie et la
mort cellulaire cytoplasmique.[48, 49] Pour certains auteurs, la morphologie cellulaire
varierait avec le stimulus inducteur.[50] Les notions de mort cellulaire programmée et

d’apoptose ne sont donc pas superposables.[48]

Un nouveau pas a été franchi avec la découverte de la cascade des génes mis en oeuvre dans
I’apoptose d’abord chez Caenorhabditis elegans un petit ver transparent qui avait fait son
apparition sur les paillasses de quelques laboratoires grace au non conformisme et au génie
créatif d’un chercheur anglais Sydney Brenner dans les années 1960-70 puis chez les
mammiferes.[47] Les voies de régulations protectrices et activatrices des molécules qui

participent a la destruction cellulaire impliquées dans I’apoptose ont été disséquées.

II1.1.2-Manifestations du processus apoptotique.

La mort apoptotique est constituée d'un ensemble de processus de digestion interne affectant
d’abord le cytoplasme puis le noyau. La dégradation du cytosquelette fait perdre a la cellule sa
polarité, la détache de ses voisines, 'arrondit et diminue son volume. De nombreuses
protubérances apparaissent a sa surface. La polarit¢ phospholipidique de la membrane
cellulaire est perdue, avec passage de la phosphatidylsérine du feuillet interne au feuillet
externe. A un stade ultérieur, irréversible, le noyau est également atteint. Il se condense et
devient pycnotique en particulier du fait de la dégradation des lamines, protéines de la face
interne de 1’enveloppe nucléaire. L'ADN est attaqué par diverses endonucléases, générant,
selon les cellules, de grands fragments d'ADN ou des multiples des unités nucléosomiques
(fragments d'ADN de 180 paires de bases enroulées autour de protéines histones et non
histones). Le point important est que, lors de I'apoptose, la membrane cellulaire reste intacte.
Le phénoméne se signale, par 'exposition de lipides et de sucres normalement situés a la face
interne, a l'attention des phagocytes ou de cellules épithéliales de voisinage qui endocytent
avec une efficacité remarquable soit la cellule entiére soit des fragments de celle-ci.
L'intégrité membranaire, la rapidité de l'élimination cellulaire font que l'apoptose, méme
massive, n'induit aucune inflammation contrairement a ce qui peut se produire dans un
phénomene nécrotique, ou les différents compartiments cellulaires se rompant, déversent leur

contenu enzymatique au sein méme des tissus. [51, 52]
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Tableau III : Résumé des modifications morphologiques de la cellule au cours du

processus apoptotique [S3].

CONSTITUANTS
CELLULAIRES

MODIFICATIONS MORPHOLOGIQUES

Noyau

Condensation, désintégration.

Structure et forme cellulaire

Détachement, désassemblage en corps apoptoptiques.

Mitochondries Gonflement ? Condensation ?
Réticulum endoplasmique Dilatation.
Hyaloplasme Vacuolisation.

Membrane Plasmique

Perte des microvilli ; formation de blebs.

Figure V : Différences morphologiques entre apoptose et nécrose.[S4]
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I11.1.3-La machinerie apoptotique.

Le processus apoptotique peut étre modélisé en 3 étapes : la signalisation qui peut se faire par
des voies afférentes a la cellule trés diverses, la régulation ou phase de décision intégrant des
mécanismes pro et anti apoptotiques, enfin, la dégradation ou phase d'exécution commune a

toutes les formes d'apoptose.[59]

III.1.3. 1-La signalisation

Il existe de multiples voies d'initialisation de l'apoptose. Celle-ci peut survenir du fait du
retrait d'un signal de survie tel que le tarissement d'une hormone, d'un facteur de croissance
ou la rupture d'un contact intercellulaire. L'apoptose peut également étre déclenchée par un
trés grand nombre de stimuli comme la sollicitation de récepteurs membranaires (Fas, TNF-
R) ou nucléaires (glucocorticoides) ou l'exposition & des stress divers (radiations ionisantes,

hypoxie, hyperthermie, xénobiotiques comme les agents anticancéreux).[55]

II1.1.3.2-La régulation.

Les cellules d'un tissu ne sont pas également sensibles a un agent apoptogéne mais différent
selon I'ensemble des signaux issus de leur environnement qu'elles intégrent afin de décider
entre les deux options de vie et de mort. Par exemple, les lymphocytes au repos non stimulés
par un antigene sont tres résistants a 1'égard de l'apoptose alors qu'ils deviennent sensibles
apres quelques jours d'activation, permettant ainsi la terminaison d'une réponse immune. Les
cellules cancéreuses sont d'emblée ou secondairement résistantes a l'effet apoptotique des

nombreux médicaments anticancéreux utilisés pour les détruire.

Un organite joue un réle central dans cette régulation, la mitochrondrie. Cette derniére peut,
en effet, ouvrir dans sa membrane interne des mégacanaux laissant échapper des petites
molécules et dissipant le potentiel de membrane que crée 1'expulsion permanente de protons
hors de la matrice mitochrondriale, d'ou I’arrét de la synthése d'ATP. De nombreux
mécanismes semblent pouvoir provoquer l'ouverture de ces canaux comme ['hypoxie,
I'absence d'un facteur de croissance, une attaque de la chaine respiratoire par des radicaux

oxygénés comme NO.[47]
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L'accroissement de perméabilité de la membrane interne permet l'entrée d'eau dans le stroma
mitochondrial, hyperosmotique, entrainant le gonflement de la mitochondrie et une altération
de la membrane externe suffisante pour libérer des produits de l'espace intermembranaire.
Sont libérés ainsi au moins deux produits apoptotiques : le cytochrome c (transporteur
d'électron soluble, faisant la navette entre les complexes membranaires CoQ-cytochrome ¢
réductase et cytochrome ¢ oxydase) et I'AIF (Apoptosis Inducing Factor). Si le mode d'action
de ce dernier qui agit sur les noyaux n'est pas connu, on connait par contre celui du
cytochrome c. En se liant a une protéine cytoplasmique, APAF-1 (Apoptotic Protease
Activiting Factor), le complexe peut activer une protéase, la caspase-9 qui active a son tour la
caspase-3, l'une des protéases effectrices majeures de l'apoptose. Physiologiquement ces
mégacanaux sont €troitement régulés, en particulier par des molécules de la famille Bcl2.
Cette grande famille est composée de molécules a effets antiapoptotiques comme Bcl2 et Bel-
xL et proapoptotiques tels que Bax et Bad. Bcl2 et Bel-xL sont des protéines membranaires
du réticulum endoplasmique, du noyau et de la membrane externe mitochondriale. Les autres
protéines sont solubles dans le cytoplasme.[47, 56, 57]

Ces molécules peuvent se dimériser en homodimeres ou hétérodiméres, par exemple Bcl2-
Bax. Tant que prédominent dans la cellule les homodiméres anti apoptotiques ou les
hétérodimeres contenant un membre antiapoptotique, le résultat net est la résistance a
I'apoptose. Au contraire, si les dimeres, par exemple Bax-Bax sont prédominants, la voie
apoptotique est ouverte.[47]

On pense que les protéines membranaires comme Bcl2 et Bcel-xL inhibent 1'apoptose en
controlant d'une part I'ouverture des mégacanaux et la fuite des produits tels que le
cytochrome c, d'autre part, lorsque celle-ci se produit, en piégeant le complexe APAF-

1/Caspase-9 sur la paroi mitochondriale, empéchant I'activation de la protéase.[47, 55]

III.1.3.3-La dégradation.

La protéolyse des divers substrats cellulaires (filaments d'actine du cytosquelette, lamines), de
nombreuses enzymes indispensables a l'intégrité cellulaire (par exemple, PARP, poly ADP
ribose polymérase), de protéines régulatrices comme Bcl2, ainsi que la protéolyse limitée
conduisant a I'activation par exemple d'endonucléases (CAD, caspase activated Dnase), parait
étre sous le contrdle sinon exclusif du moins prédominant d'une classe particuliére de

protéases, les caspases.[55, 58, 59] 1l s'agit d'enzymes dont le site catalytique contient une
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séquence conservée avec une cystéine et coupant la chaine peptidique au niveau d'un résidu
aspartate.[58, 60]

Elles existent sous forme de proenzymes et nécessitent une maturation sous forme d'une
coupure catalytique libérant 2 sous unités qui s'associent en 1 hétérodimére, I'enzyme active
finale étant formée par 'association de 2 dimeéres.[55, 60]

De part leur structure, il existe en fait 2 catégories de caspases [60, 61]:

- les Caspases initiatrices, comme les caspases-2, 8 et 10 qui possédent 'aptitude de se lier a
des protéines cytoplasmiques et se lient elles-mémes a la queue intracytoplasmique de
récepteurs membranaires. Ces protéines qui placent les caspases a proximité 'une de I'autre,
facilitent leur dimérisation et donc leur autoactivation.

- les Caspases effectrices, comme la caspase-3 qui sont directement ou indirectement
responsables des 1ésions cellulaires. Elles sont obligatoirement activées par les précédentes.
La cascade d'activation des caspases est inhibée par l'aptitude de certaines d'entre elles a se

lier aux protéines Bcl2 ou Bel-xL.
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Figure VI : Principales voies initiatrices et effectrices du processus apoptotique.
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IIIL 1.4-Implication de ’apoptose en cancérologie.

Certaines mutations permettent a la cellule de résister a la mort cellulaire et par la méme leur
fournit un avantage de croissance sélectif.[59] Pour croitre les cellules tumorales doivent en
effet résister aux signaux de mort induits par la dérégulation des oncogénes et par les
modifications du micro environnement (insuffisance des apports en oxygene et en nutriment
par exemple). L étude du geéne anti apoptotique BCL2 et du géne suppresseur de tumeur TP
53 souligne I'importance pour la cellule tumorale de court circuiter 1’apoptose.[59] 11 est
aujourd’hui démontré que dans les lymphomes folliculaires, 1’activité oncogénique de BCL2
dépend de son activité anti apoptotique.[62] La surexpression de BCL2 induit également une
lymphomagénése Myc-dépendante in vitro. [63] Le géne suppresseur de tumeur TP53 est un
important gene de régulation de 1’apoptose. Quand TP 53 fonctionne normalement, les stress
génotoxiques a 1’origine de 1ésions de I’ADN irréversibles induisent 1’apoptose par une voie
p53 dépendante. Au cours des cancers d’autres stress tels que les déficits en facteur de
croissance, I’hypoxie ou la dérégulation d’oncogeéne mitogeéne peuvent induire une apoptose

par I’intermédiaire de p53 in vitro.[59, 64]

Les études tant cliniques que fondamentales ont clairement établi que la plupart des agents
anticancéreux sont inducteurs d’apoptose.[65] Et que D'inhibition des programmes pro
apoptotiques peut réduire la susceptibilité¢ des cellules tumorales aux traitements
anticancéreux.[66] Cependant la susceptibilité des cellules tumorales isolées en culture n’est
pas toujours corrélée & la réponse tumorale en clinique. C’est ainsi par exemple que les
mutations de TP53 ne sont pas toujours associées a une réduction de la toxicité des agents
anticancereux et la perte de p53 peut méme augmenter la mort cellulaire dans certaines
conditions. [67-69] De méme la surexpression de BCL2 n’augmente pas la résistance a la
radiothérapie dans tous les contextes.[70] La proportion de cellules qui meurent en apoptose
apres irradiation, est trés variable selon le type cellulaire. Ainsi ’apoptose radio-induite est
fréquemment observée dans les cellules et tissus pour lesquels I'apoptose a un réle
physiologique important, exemple: les cellules embryonnaires, les précurseurs
hématopoiétiques, les cellules cryptiques jéjunales, les lymphocytes et les cellules germinales
des deux sexes. A linverse, pour le fibroblaste, I’épithélium cutané ou I’hépatocyte,
I’apoptose radio-induite est rare et difficile a détecter, méme aprés une irradiation a haute

dose. De plus, sa fréquence n’augmente pas sensiblement avec le débit de dose .
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Enfin, plusieurs auteurs ont tenté d’évaluer la signification pronostique et le caractére
prédictif de la réponse au traitement des variations de 1’indice apoptotique. Les résultats de
ces études sont variables d’une étude a 1’autre et avec le type histogénétique tumoral, le grade

et la localisation de la tumeur.[71]

Tableau IV : Indices apoptotiques et survie dans les cancers.[71]

Pronostic non associé a un

indice apoptotique éleve.

Mauvais pronostic associ¢ a

un indice apoptotique élevé.

Mauvais pronostic associ¢ a un

faible indice apoptotique.

- Carcinomes bronchiques non a
petites cellules. (2 études)
- Carcinomes bronchiques a

petites cellules.

- Adénoarcinomes
mammaires.
- Carcinomes bronchiques non

a petites cellules. (1 étude)

- Adénocarcinomes coliques.

- Adénocarcinomes gastriques.
- Adénocarcinomes thyroidiens.

- Carcinomes hépatocellulaires.

II1.1.5-Méthodes de détection de ’apoptose.

Dans notre travail nous nous sommes intéressés principalement aux méthodes de détection de
I’apoptose

Elles sont nombreuses, et nous ne citerons que les principales.

IIL.1.5.1-Méthodes basées sur la reconnaissance d’altérations de la forme cellulaire.

En dépit d’importants progrés dans la compréhension des mécanismes biochimiques
impliqués dans la régulation et la médiation de ’apoptose, la définition de cette derniere
demeure aujourd’hui encore morphologique. Pleinement développées, les modifications
nucléaires et cytoplasmiques, décrites précédemment, peuvent étre aisément observées sur
coupes tissulaires ou en culture cellulaire par un examen simple en microscopie optique en
lumiére blanche aprés réalisation d’une coloration « ordinaire » comme 1’hématoxyline éosine
safran (coupes tissulaires), ou le May Grunwald Giemsa (cytologie) et ou en fluorescence
apreés coloration de PADN (DAPI).[72, 73] La reconnaissance des cellules apoptotiques peut

étre moins aisée a un stade précoce du processus de mort cellulaire, lorsque les plans de coupe
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ne sont pas optimaux et aprés fixation tissulaire imparfaite. Ces difficultés d’analyse sont tout
particulierement rencontrées dans les populations de cellules dont les noyaux sont, a 1’état
physiologique, condensés comme les lymphocytes non activés et les oligodendrocytes.[72]
Les altérations morphologiques sont plus aisément et spécifiquement reconnues lorsque
I’examen est réalis€ en microscopie électronique (photo n° 2). Cette derniére méthode est
chronophage, cofiteuse et nécessite ’examen d’un trés grand nombre d’échantillons pour

s’assurer de la représentativité de ’analyse.[53, 74]

III.1.5.2-Méthodes basées sur la fragmentation de ’ADN.

111.1.5.2.1-L électrophorese de [’ADN.

L’électrophorese de ’ADN permet la mise en évidence des fragments d’ADN de tailles
variables (échelles).[52] En effet comme nous 1’avons vu précédemment, les endonucléases
fragmentent I’ADN au niveau de sites localisés entre les unités nucléosomales, générant des
fragments d”ADN caractéristiques de I’apoptose de bas poids moléculaire, mono- (180 bp) ou
oligonucléosomaux (multiples de 180 bp). Ces « échelles » d’ADN se répartissent dans toute
la cellule étant donné la fragmentation de I’enveloppe nucléaire. A 1’état normal, I’ADN se
trouve uniquement dans le noyau sous forme de fragment de haut poids moléculaire.[74]

Cette technique est difficilement quantifiable et surtout le processus apoptotique doit
concerner au minimum 5% des cellules totales pour pouvoir étre détecté.[74] De plus, dans
quelques cas, certaines cellules en apoptose ne génerent que des fragments d’ADN de masse
moléculaire élevée , détectables seulement par €lectrophorése en champs pulsé, et sont donc
considérées a tord comme non apoptotiques.[75]

Des techniques complémentaires doivent étre utilisées.

11.1.5.2.2-Les techniques TUNEL et ISEL.

L’ADN des cellules apoptotique est fragmenté. Il est donc possible d’additionner des
désoxynucléotides sur les fonctions alcool 3’OH terminales libres a 1’aide de 1’enzyme
transférase terminale (TdT) qui catalyse préférentiellement I’addition sur les extrémités 3> OH
sortantes (Figure IX). La composition du milieu réactionnel est choisie de telle sorte qu’un
des désoxynucléotides soit porteur d’une molécule traceuse. Cette derniere est le plus souvent

la biotine ou de la digoxigénine. Les sites d’incorporation de ces molécules traceuses sont
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alors détectés par méthodes immunohisto (cyto) chimiques. Cette méthode porte le nom de
TUNEL pour TdT (Terminal déoxynucléodityl Transférase) médiated dUTP-biotin Nick End
Labelling.[76, 77]

11 est également possible d’utiliser la DNA polymérase I d’Escherichia Coli pour incorporer
dans I’ADN des cellules en voie d’apoptose des désoxynucléotides dont 1’un est porteur d’une
molécule traceuse pouvant étre détectée dans un deuxieme temps par méthode
immunohistochimique. Dans cette technique, au niveau des cassures de I’ADN, I’enzyme
détruit le DNA par son activit¢ exonucléasique qui s’exerce de 5° en 3’ et le resynthétise par
son activité polymérasique. Cette technique porte le nom d’ISNT pour In Situ Nick
Translation technic.[77]

En pratique, de facon a faciliter I’accés des polymérases a I’ADN cible, les cellules ou les
coupes tissulaires sont dans un premier temps soumis 4 un traitement protéolytique a [’aide
d’une enzyme n’ayant pas d’activité nucléasique, le plus souvent la protéinase K. Les
réactions de polymérisation sont ensuite réalisées. Enfin, aprés élimination des nucléotides
non incorporés par un lavage, les sites d’incorporation de la molécule traceuse sont détectés

par méthode immunohistochimique.

La sensibilité¢ de ces méthodes est bonne mais leur reproductibilité et leur spécificité plus
discutables.[76, 78, 79] 1l est clair que le marquage obtenu est trés dépendant des conditions
de réalisation de la protéolyse d’une part et de polymérisation de I’ADN d’autre part. Il est
donc nécessaire de prendre de grandes précautions pour assurer la reproductibilité de la
technique. Par ailleurs, des coupures de ’ADN sont observées dans d’autres circonstances
que I’apoptose, notamment au cours des nécroses. Pour 'interprétation des signaux, il est

donc nécessaire de tenir compte de 1la morphologie.[76]

64



Rappels anatomo-cliniques.

Flgure VIII : Comparaison des techniques TUNEL et ISEL. [54]
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I11.1.5.3-La mise en évidence des signaux de transduction.

11 1.5.3.1-Le western blot.

Dans cette technique, les protéines d’un échantillon tissulaire ou d’une culture sont séparées
par électrophorese puis extraites du gel et transférées sur une membrane. La protéine d’intérét
est alors mise en évidence par immunochimie. Des témoins de masse moléculaires techniqués
dans le méme temps permettent, par comparaison, de définir la masse de la protéine détectée.
Si des anticorps spécifiques sont a disposition, les formes activées des différentes protéines
constituant les voies de transduction du signal [57, 79] peuvent étre détectées. La technique

n’est que semi quantitative et ne fournit bien entendu pas d’informations topographiques.

1I1.1.5.3.2-Les techniques immunohistochimiques.

Ces techniques reposent également sur la détection des formes activées de certaines des
protéines des voies de transduction impliquées dans [’apoptose. Les antigénes les plus
recherchés sont la cytokératine 18 et la caspase-3 activée.[76] La détection de la forme clivée

de la PARP est encore peu développée mais semble étre une approche prometteuse.[80]

e La caspase-3 est une caspase effectrice, jouant un role central dans la transduction du

signal lors de 1’apoptose. Son activation par les voies intrinséques et/ou extrinséques
g pop p q
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du processus apoptotique permet d’une part I’activation de la caspase-6 qui induira les
modifications au niveau du cytosquelette et d’autre part le clivage de certaines

protéines telle que PARP qui entraineront la fragmentation de I’ADN.[59]

e La protéine PARP (Poly ADP-Ribose Polymérase) est présente a 1’état normal dans le
noyau de la cellule et permet la réparation de I’ADN.[81] Lors de I’activation du
signal de mort cellulaire, la PARP est clivée soit par la caspase-3 activée, soit par la
caspase-7 activée. Une fois clivée, celle-ci est inapte a réparer ’ADN.[80] La PARP
clivée active alors d’autres protéines et entraine la fragmentation de I’ADN par

diverses endonucléases.[82]

e La cytokératine 18 est a I’état normal dans la cellule épithéliale le principal composant
des filaments intermédiaires. Elle est le substrat de la caspase-6 activée, elle-méme
clivée par les caspases-3 et 7 activées. Le clivage de la cytokératine lors du processus
apoptotique génecre un épitope spécifique reconnu par I’anticorps M30 (Mab M30).
Cependant cet anticorps ne peut pas étre utilisé sur toutes les populations cellulaires,

puisque la cytokératine 18 n’est pas exprimée dans tous les tissus.[76]

II1.1.5.4-La cytométrie en flux.

I est maintenant relativement aisé de repérer et quantifier 1’apoptose dans une culture
cellulaire. La cytométrie en flux, que nous décrirons plus en détail dans la partie matériel et
méthodes, a un intérét pour la quantification des cellules apoptotiques.
Elle permet en effet un comptage précis des cellules sur lesquelles un marqueur s’est
préalablement fixé, celui-ci étant secondairement détecté grace a un signal fluorescent.
Différents marqueurs peuvent étre utilisés :

e [eTUNEL.

e [’annexine V.

e L’immunocytochimie, permettant la détection de protéines activées lors du processus

apoptotique (caspase-3 activée ou PARP clive).

Cette technique est cependant plus difficilement applicable & partir d’échantillons tissulaires
car elle impose 'isolement habituellement protéolytique des cellules, ce qui influe sur la

qualité cytologique du prélevement.
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II1.1.5.5-L’annexine V.

Comme nous I’avons vu précédemment, la modification du cytosquelette lors de I’apoptose
fait perdre a la cellule la polarité des phospholipides de la membrane plasmique, ce qui
entraine le passage des phosphatidylsérines du feuillet interne au feuillet externe de celle-ci.
L’annexine se fixe sur ces phosphatidylsérines avec une grande séléctivité et une grande
affinité en présence de calcium.[83]

La détecti(;n de I’annexine V couplée a un marqueur, aprés injection in vivo, peut étre
effectuée, selon le traceur, soit par technique immunohistochimique si ’annexine est
biotinylée, soit par fluorescence si 'annexine est directement couplée a un traceur
fluorescent.[73] L’utilisation de marqueurs radioactifs (technetium, iode...) est actuellement
en cours de développement, la radioactivité¢ pouvant €tre détectée sur coupe tissulaire par un
béta-imageur [84] ou par PET scan in vivo.[85, 86]

Dans la mesure ou sur les coupes histologiques, il n’est pas possible de distinguer les
phosphatidylsérines de la face externe de celles situées au niveau de la face interne, la
détection tissulaire implique donc 1’administration de I’annexine par voie vasculaire.[72] Le
principal probléme rencontré étant alors essentiellement la distribution intratumorale de la
protéine, qui dépend de la perméabilité des vaisseaux et de la diffusion de la molécule, génée
par les protéines en grand nombre dans la matrice extracellulaire.

Certains auteurs pensent que [’externilisation des phosphatidylsérines ne serait pas un
mécanisme spécifique de 1’apoptose et pourrait survenir dans des cellules viables.[75, 87]

De plus P’injection d’annexine exogeéne peut ne pas étre sans conséquence au niveau de
I’organisme. En effet, cette molécule intervient dans de nombreux processus physiologiques
tels que la coagulation sanguine, 1’inflammation et la phagocytose. Cependant pour 1’instant

aucune interférence n’a été mise en évidence.[75]
IIT 1.5.6-Autres méthodes.
Les principales méthodes utilisées sont résumées ci-dessus. Il en existe d’autres, moins

utilisées et surtout non applicables sur coupe tissulaire. L’ensemble de ces techniques est

résumé dans le tableau V.
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Tableau V : Résumé des différentes techniques utilisées pour détecter ’apoptose

Technique Matériel Utilisation Avantages Inconvénients

Modifications morphologiques :

- Microscopie optique. Tissu fixé In vitro Préservation de 1'histologie. Phase tardive de ’apoptose.

- Microscopie €lectronique. Tissu fixé In vitro Toutes les phases de | Procédure lourde, coliteuse

I’apoptose
Forte spécificité.

- Cytométrie en flux. Cellules intactes | In vitro Analyse quantitative, rapide. Faible spécificité.

Modifications cytoplasmiques :

- Activité des caspases. Tissu fixé In vitro Forte spécificité Information sur la population

Cellules lysées de base.
- Flux calcique. Cellules intactes | In vitro Faible spécificité
-Dysfonctionnement Cellules intactes | In vitro Phase précoce de "apoptose Faible spécificité
. . In vivo

mitochondrial.

Fragmentation de ’ADN :

- Echelles d’ADN. Cellules lysées | In vitro Phase tardive de I"apoptose

Tissu homogéne | In vitro Hétérogéinité cellulaire

- Contenu d’ADN par cytométrie | Cellules fixées Invitro Analyse quantitative, rapide. Phase tardive de I’apoptose

en flux.

- Marquage des extrémités | Tissu fixé In vitro Préservation de "histologie Phase tardive de 1’apoptose

coupées de ’ADN. Peu spécifique

Altérations membranaires :

- Perméabilité membranaire. Cellules intactes | In vitro Phase tardive de 1’apoptose
Marquage des cellules
nécrotiques

- Modifications membranaires. Tissu intact In vitro Toutes les phases de | Faible spécificité

Cellules intactes | /n vivo I"apoptose
Image a 1état viable
Transduction du signal :
- Immunohistochimie Tissu fixé In vitro Analyse quantitative
Cellules fixées Morphologie préservée
- Cytométrie en flux Cellules fixées In vitro Analyse quantitative, rapide.
- Western blot Tissu In vitro Nombreux marqueurs Pas de quantification
Cellules Perte de la morphologie

Peu spécifique
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I11.2 Autres mécanismes de mort cellulaire dans les cancers

En pathologie tumorale, des morts cellulaires non apoptotiques sont également observés. Les

mécanismes impliqués dans ces morts cellulaires sont incomplétement compris mais ils ne

semblent pas impliquer la voie des caspases. Certains d’entre eux peuvent étre activés par les

traitements anticancéreux.

I1 s’agit notamment :

de «1’oncose ».

L’oncose est une mort cellulaire accidentelle d’origine exogéne, souvent qualifi¢e de
désordonnée. Elle aboutit a la nécrose. L oncose affecte le plus souvent non pas une
cellule isolée mais des populations de cellules. Ces derniéres commencent par gonfler
(d’ot le terme d’oncose proposé par G Majno pour décrire cette mort par gonflement,
la dénomination de nécrose étant pour cet auteur réservé au processus de
cadavérisation cellulaire post mortem), puis elles éclatent et projettent autour d’elles
des enzymes qui alteérent les cellules voisines et les ameénent a se nécroser a leur tour.
Ainsi, 1a nécrose se propage par vagues successives en entrainant une inflammation
qui s’accompagne de phénomeénes de réparation et de cicatrisation.[48, 88] Dans une
majorité de tumeurs, notamment celles & croissance rapide et en dehors de tout
traitement, il se développe une nécrose dans les territoires situés a une distance
critique des petits vaisseaux. Cette nécrose est quasi constante dans les xénogreffes
d’un certain volume. Les cellules situées a proximité¢ des vaisseaux sont le plus
souvent respectées. L’étendue de la zone non nécrotique autour des vaisseaux est
fonction de la pression partielle en oxygene, du diamétre des vaisseaux, du coefficient
de diffusion de "’oxygene et du niveau de consommation de ’oxygene par les cellules
tumorales.[89] La nécrose tumorale n’est pas toujours aussi ordonnée. En effet, en
plus de la nécrose par déficit de diffusion de 1’oxygene se développent des territoires
systématisés de nécrose engendrée par des phénomenes d’hypoperfusion. La mort
cellulaire constituée est aisée a reconnaitre histologiquement. A la jonction entre tissu
nécrotique et tissu sain sont observées un petit nombre de cellules tumorales
présentant les caractéristiques morphologiques de 1’apoptose. Les mécanismes de la

mort cellulaire au cours de I’ischémie ne sont donc pas univoques
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de la sénescence reproductive au cours de laquelle les cellules tout en conservant
P’intégrité de leur membrane plasmique ont perdu leurs propriétés de croissance et de
clonogénicité. En culture ces cellules sont aplaties et leur granularité est
accentuée.[90] Les modifications biochimiques associées a I’apoptose sont complexes.
L’induction d’une activité galactosidasique est a I’origine d’une méthode de détection

sur coupes a congélation.[91, 92]

de la mort par autophagie.[82] Comme nous ’avons rappelé ci-dessus, dans les
cellules normales les protéines non souhaitées ou qui ne sont plus utiles au
fonctionnement cellulaire sont dégradées par deux mécanismes indépendants. Le
premier est la protéolyse des protéines ubiquitinylées qui se développe dans le
protéasome et le deuxieme ’autophagie, processus au cours duquel les organelles et
les protéines a vie longue sont détruites par le systéme lysosomale.[31] L’autophagie
est activée par des facteurs variés comme le retrait de facteurs de croissance,
I’induction de la différentiation au cours de l’ontogénése. Les cellules d’un
adénocarcinome galactophorique traitées par un antagoniste des récepteurs des
cestrogenes, le tamixophéne, accumulent les vacuoles autophagiques peu de temps
avant leur mort. Le golgi, les polyribosomes et le réticulum endoplasmique sont
extensivement dégradés et la morphologie des cellules mourantes n’est pas celles de

I’apoptose.[67, 93]

de la mort par catastrophe mitotique [94] : le terme de catastrophe mitotique est
utilisée pour dénommer une modalité de mort cellulaire associée a des mitoses
aberrantes. Au cours de ce processus sont observés des cellules géantes comportant
des chromosomes non condensés. La mort par catastrophe mitotique est surtout

observée apres radiothérapie.[95]
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Figure IX : Résumé des différentes étapes du processus apoptotique et des signaux
utilisés pour sa détection.
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PLANCHE I

Photo n° 1 : Protéasome en microscopie

Photo n° 2 : Condensation nucléaire
électronique.

d’une cellule en apoptose en
microscopie électronique.

Photo n° 3a : Cellules apoptotiques Photo n° 3b : Cellules en apoptose et
(repérées par les fleches) en microscopie corps apoptotiques (repérées par les
optique au sein d’un tissu tumoral . [fléches) en microscopie optique au sein
(x 200) d’un tissu tumoral. (x 1000)

w«

Photo n° 4a : Cartilage de croissance et Photo n°4b : Tissu cutané avec mort des
ossification enchondrale avec mort des kératinocytes en surface de I’épiderme
chondrocytes sans apoptose .

sans processus apoptotique..
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La premicre étape de notre travail consiste a choisir la ou les techniques de détection de
I’apoptose la (les) plus sensible(s) pour ’analyse de notre mod¢le. Pour ce faire, les résultats
de techniques de détection de 1’apoptose réalisées en cytométrie de flux, considérés comme
référence, sont comparés a ceux obtenus sur coupes de culots des mémes cellules en culture
avec les mémes outils, les techniques étant cependant adaptées au travail sur coupes

histologiques.

La seconde partie de notre travail consiste & apprécier un éventuel effet du bortezomib sur la
croissance tumorale dans un mode¢le pré clinique de gliome malin humain xénogreffé chez la
souris nude, la croissance tumorale étant appréciée a la fois sur les modifications des volumes
tumoraux mais également par ’observation d’éventuels déséquilibres des cinétiques de

prolifération et de mort cellulaire.

I-Les outils.

I.1-Les lignées cellulaires.

Les cultures cellulaires et leur analyse par cytométrie de flux sont effectuées par Mme Sophie
Marchal dans le laboratoire de Recherche du Centre de Lutte Régionale contre le Cancer

dirigé par Monsieur le Professeur J.L Merlin.

La lignée utilisée pour le choix des techniques morphologiques de mise en évidence de
I’apoptose est la lignée référencée a ’ATCC HT 29, issue d’un adénocarcinome colique. Elle

est connue pour étre sensible a 1’agent pro apoptotique taxol.

Le modele pré clinique de glioblastome fait quant a lui appel a la lignée U&7, également
référencée a I’ATCC (Ponten et al,) établie a partir d’un astrocytome anaplasique de grade II1.
Cette lignée est trés fréquemment utilisée pour les études pré cliniques sur les gliomes malins.

Elle est sensible au bortezomib en culture cellulaire.
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1.2-Les souris nude.

Les greffes sont réalisées sur des souris Swiss-nu/nu males, dgées de 6 a 8 semaines,
provenant du centre d’€levage Charles River (Charles River Laboratories, Saint-Germain-sur
I’ Arbresle, France). Ce modele est préférentiellement utilisé pour les xénogreffes de tumeurs
humaines, car ces animaux souffrent d’un déficit de I’immunité cellulaire secondaire a une
absence totale ou subtotale de thymus ce qui rend ces animaux tolérants a la majorité des allo-
et xénogreffes. Il n’est donc pas nécessaire, pour réaliser la greffe, d’induire une dépression
de "immunité cellulaire, susceptible de modifier le développement du greffon. De plus,
I’absence compléte de poil constitue un énorme avantage tant pour la mise en ceuvre de la

microchirurgie que pour la surveillance des greffons.

L.3-Les anticorps.

Pour notre travail nous utilisons les anticorps primaires suivants :

1) Des anticorps dirigés contre le grand fragment (89kd) de la PARP humaine résultant du
clivage de la pro enzyme par la caspase 3 activée.

En cytométrie de flux, il s’agit d’un anticorps monoclonal de souris marqué a la fluorescéine,
complémentaire d’un peptide synthétique correspondant a des résidus d’acides aminés situés a
I’extrémité carboxy terminale autour de ’asparagine 214. Cet anticorps ne reconnait pas la
PARP non clivée.

Pour éviter le bruit de fond lié a la présence des immunoglobulines endogénes dans les tissus
de souris observées lors de 'utilisation d’anticorps secondaire anti Ig de souris, un anticorps
polyclonal de lapin non marqué est utilisé pour les techniques immunohistochimiques. Le
peptide ayant servi a la préparation de ’anticorps est le méme que celui utilis€¢ pour la

production du monoclonal. Cet anticorps ne reconnait que la forme humaine de PARP clivée.

2) Pour la mise en évidence de la forme activée de la caspase-3 est utilisé tant en cytométrie
de flux qu’en immunohistochimie un antisérum de lapin purifié par affinité, préparé a partir
d’un fragment de la caspase-3 humaine activée. Cet anticorps reconnait un épitope
conformationnel exposé apres activation ou dénaturatrion de la pro enzyme humaine et
murine. Cet anticorps peut donc reconnaitre la forme non activée quand la concentration de

cette dernicre est élevée ou lorsque la protéine est dénaturée au cours de la technique (western
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blot par exemple). En immunohistochimie, I’anticorps ne détecte pas la protéine native apres
fixation formolique et inversion de cette derniere par hydrolyse alcaline des conséquences de

la fixation formolique accélérée par la chaleur.

3) L’anticorps M30 ( M30 cytodeath, Boehringer, Manheim, Allemagne) est une IgG2b de
souris reconnaissant spécifiquement un épitope conformationnel de la cytokératine 18 exposé
aprés clivage de la protéine par la caspase-3. La cytokératine 18 est exprimée par les cellules
épithéliales mais non par la glie normale ou tumorale. Dans notre travail, il n’est donc utilisé

que comme €lément de comparaison avec la cytométrie de flux.

4) L’étude de la prolifération cellulaire se fait a I’aide de 1’anticorps anti Ki-67 (Clone SP6)
qui est un monoclonal de lapin. Celui-ci reconnait préférentiellement la protéine Ki-67, clone
SP6 chez I’'Homme ainsi que dans d’autres especes telles que le rat, la souris, le chien ....

L’antigéne Ki-67 est une protéine nucléaire, exprimée durant toutes les phases actives de la
prolifération cellulaire (G;, S, G, et durant la mitose), mais reste absente au cours de la phase
cellulaire Go. Durant I’interphase, ’antigéne est exprimé au niveau du noyau, alors qu’il est
localisé a la surface des chromosomes pendant la mitose. La protéine est rapidement dégradée

lorsque la cellule entre en phase non proliférative.
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II-Choix de la technique de mise en évidence de 1’apoptose sur coupes

histologiques.

I1.1-Introduction.

Les techniques habituelles pour mesurer le pourcentage des cellules apoptotiques d’une
culture cellulaire font appel a la cytométrie de flux, les cellules apoptotiques étant au
préalable spécifiquement marquées a 1’aide d’un traceur fluorescent. La technique de
marquage fluorescent permettant I’identification des cellules apoptotiques la plus utilisée
repose alors sur la mise en évidence immunocytochimique d’antigenes dont I’apparition dans
les cellules apoptotiques résulte de I’activation de la voie des caspases ( caspase-3 activée,
PARP clivé, cytokératine clivée etc). Pour choisir la méthode d’étude sur coupes
histologiques nous avons comparé les données acquises par cytométrie de flux a celles de
techniques immunohistochimiques réalisées sur des coupes de culots cellulaires fixés et inclus
dans de la paraffine en suivant les protocoles habituels d’une part et ceux obtenus sur des

coupes des mémes culots apres réalisation de la technique TUNEL d’autre part.

I1.2-La culture cellulaire et I’induction de I’apoptose.

Pour leur culture en monocouche, les cellules HT29 sont maintenues dans un incubateur a
37°C, sous une atmosphere de 5% (v/v) de CO, et 90% d’humidité, dans un milieu de culture
constitué¢ de RPMI 1640 (Gibco BRL, France) sans rouge de phénol, supplémenté par 10% de
sérum de veau foetal (SVF) (Dutscher, France), 200 UI/L de pénicilline/streptomycine (Gibco
BRL, France) et 200 mmol/L. de L-glutamine (Gibco BRL, France).

Une fois par semaine, les cellules a confluence sont détachées de leur support (flacon de
culture de 25 cm?, Falcon, USA) par une incubation de 5 minutes avec 1 mL d’une solution
de trypsine-EDTA (0,05%-m/v-0,53 mM) (Gibco BRL, France). L’activité de la trypsine est
neutralisée avec 10 mL de milieu de culture complet. Les cellules sont alors recupérées par
une centrifugation de 10 minutes a 1000 g. Le culot est alors resuspendu dans une solution de
PBS contenant 1% (v/v) de sérum de veau fcetal et 1a concentration cellulaire mesurée a 1’aide
d’un hémocytometre de Thoma (Dutscher, France). Elles sont ensuite ré ensemencées dans

une boite de culture de 25 cm”.
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Pour les expériences d’induction d’apoptose, les cellules sont ensemencées 4 raison de 3x10*
cellules/mL (volume total = 4 mL) dans deux boites de Pétri de 6 cm de diametre, 4 jours
avant la mise en route du traitement apototique. L’une des boites sert de témoin et la
deuxiéme est traitée par du taxol de la fagon suivante : dans un premier temps, une solution de
taxol (Paclitaxel, Sigma Saint-Quentin Fallavier, France) 50 pM est préparée dans de
I’éthanol & 96 %. Quatre pL de cette solution mére sont alors ajoutés dans la boite de fagon a
obtenir une concentration finale de 50 nM de taxol et une dilution de 1’éthanol au 1000°™, Ce
dernier n’est ainsi plus toxique pour les cellules. Ces derni¢res sont alors incubées pendant 48
h avant analyse.

La moitié des cellules traitées et non traitées est utilisée pour 1’étude en cytométrie de flux. La

seconde moitié du matériel est récupérée pour étre incluse en paraffine.

IL.3-Analyses par cytométrie de flux.

11.3. 1-Appréciation de la mort cellulaire non apoptotique par technique d’exclusion au bleu

de Trypan.

La viabilité des cellules en supension est alors déterminée sur chaque suspension cellulaire.
Un échantillon de cellules est prélevé (450 pL), auquel sont ajoutés 50 pl. d’un colorant
~d’exclusion, le bleu trypan (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France), la concentration
cellulaire est déterminée par numération des cellules non colorées a P’aide d’un

hémocytometre (Polylabo, VWR, Fontenay sous Bois, France).

I1.3.2-Détection des cellules apoptiques par mise en évidence de la PARP clivée et de la

caspase-3 activée

5 10° cellules sont déposées dans un tube & hémolyse puis centrifugées. Les cellules sont alors
lavées deux fois avec une solution de PBS contenant 1% (v/v) de sérum de veau fcetal. Apres
centrifugation, les cellules sont fixées par ajout de 250 uL de la solution Cytofix/Cytoperm
(BD Biosciences Franklin Lakes, USA) pendant 20 minutes a 4°C. Apres deux lavages avec 1
mL de Perm/Wash solution 1x (BD Biosciences Franklin Lakes, USA), les culots cellulaires

sont conservés a 4°C jusqu’au marquage.
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Pour la mise en ¢évidence de la PARP clivée, 0,5 pL de I"anticorps monoclonal de souris
complémentaire de cette protéine, (clone F21-852, BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA)
sont dilués dans 50 pL. de Perm/Wash. Apres une incubation a 4°C de 30 minutes, les cellules
sont lavées deux fois avec 1 mL de Perm/Wash. Les anticorps primaires fixés sont alors
détectés a l'aide d’un anticorps secondaire de lapin anti IgG de souris marqué a la
fluorescéine (Dakocytomation, Trappes, France) dilué au 1/10°™. Une procédure similaire est
suivie pour la détection de la caspase-3 activée. Dans ce cas, ’anticorps primaire (anticorps
monoclonal de lapin, clone C92-605 (BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA) est également

dilué au 1/10°™,

IL.3.3-Détection des anticorps par cytométrie en flux.

Le culot est repris par 500 pL de Perm/Wash. Les cellules préalablement marquées sont
comptés par un cytometre en flux FacsCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA)
possédant un laser argon permettant une excitation de la fluoresceine a4 488 nm. La
fluorescence émise a 530 30 nm étant ensuite détectée. L’acquisition est réalisée sur 10 000
cellules. Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes monoparamétriques
représentant 1’intensit¢ de fluorescence en abscisse (FL1) sur une échelle logarithmique et le

nombre de cellules en ordonnée.

11.4-Détection des cellules apoptotiques dans des culots cellulaires inclus en paraffine.

II.4.1- Inclusion en paraffine des cellules en cultures.

Aprés trypsinisation et inhibition de ’activité trypsique, les cellules sont récupérées dans du
tampon PBS. La suspension est alors centrifugée a 1500 g pendant 10 minutes dans un tube
Falcon stérile de 15 mL. Le culot est décanté puis sont déposés dans le tube 2 mL de formol a
10% (v/v) tamponné pH 7.4, pour une fixation de 12 heures a 4°C. Le culot, une fois fixé, est
rincé a deux reprises au PBS. La suspension cellulaire est ensuite centrifugée 10 minutes a
1500 g et décantée. Le culot ainsi obtenu est alors inclus dans de 1’agarose a 2% (m/v). La
solution d’agarose est préparée par dissolution de 0,1g d’agar (Réf.A-4018, Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France) dans 5 mL de PBS, sur un agitateur chauffant, en évitant toute
ébullition. Au culot, une fois égoutté, 200 pL d’agarose sont donc ajoutés en décollant celui-

ci du fond du tube avec une pipette en verre a bout rond. Le tube est laissé au réfrigérateur
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pendant une heure, pour laisser prendre 1’agarose. Le culot est ensuite démoulé et placé dans
de I’éthanol a 70° pendant une heure, puis déshydraté et imprégné de paraffine dans un

automate de type V.I.P™ (Sakura) selon les procédures habituelles.
11.4.2-Les techniques immunohistochimiques.

La mise en ¢vidence immunohistochimique de la PARP clivée, de la caspase activée et de la
cytokératine 18 clivée est réalisée grace a une technique immunohistochimique classique dite
en trois couches. (figure X) Celle-ci se fait sur des coupes de 5 um d’épaisseur, étalées a I’eau
sur des lames prétraitées a la polysine (Polysine ™ Menzel-Glaser, Braunschweig,
Allemagne). Les coupes sont déparaffinées par passages successifs dans un bain de toluéne de
10 minutes, puis dans deux bains d’éthanol de concentration décroissante (absolu puis 95).
Elles sont ensuite immergées dans de I’eau désionisée, puis disposées dans un porte-lames et
plongées dans une solution aqueuse de citrate de sodium pH 6 (voir annexes). L ensemble est
ensuite disposé dans un autoclave (Retriever 2100, Protéogénix, Strasbourg, France) qui
permet de porter la solution & une température de 120°C pendant 10 minutes. La solution est
ensuite ramenée a température du laboratoire en 2 heures. Cette étape permet I'inversion des
conséquences de la fixation formolique par hydrolyse alcaline accélérée par la chaleur humide
des liaisons formaldéhyde/macromolécules tissulaires. Les coupes sont ensuite cerclées au
crayon hydrophobe afin de limiter I’écoulement des solutions d’anticorps. Elles sont ensuite
immergées dans du tampon PBS-Tween pH 7.5, puis égouttées et enfin disposées a
I’horizontal dans des chambres humides. Les solutions d’anticorps primaires, diluées aux
concentrations rapportées tableau VI, dans un diluant dit pour anticorps primaires (voir
annexes) sont déposées et les coupes sont incubées a 4°C, a ’abri de la lumiére pendant 16

heures.

L’incubation des anticorps primaires une fois réalisée, les coupes sont briévement rincées a la
pissette au PBST. Elles sont ensuite recouvertes pendant 1 heure d’une solution d’anticorps
secondaires, a ’abri de la lumiére et a température ambiante. L anticorps secondaire est un
sérum de chévre anti IgG (H+L) de lapin biotinylé (E0432, Dakocytomation, Trappes,
France) dilué au 1/200°™ dans un tampon PBST pour les anticorps anti caspase-3 activée,
PARP clivée et Ki-67. Pour I’anticorps anti M30, 1’anticorps secondaire utilisé est un sérum
anti souris biotinylé (Réf. E 0434, Dakocytomation, Trappes, France). Aprés deux brefs

ringage a la pissette des coupes au PBST, I'activité des peroxydases endogenes est inhibée par
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une incubation des lames a température ambiante, pendant 15 minutes, dans une solution de
peroxyde d’hydrogéne a 20% (v/v) dans de ’eau déminéralisée. Les lames sont de nouveau
rincées brieévement a I’aide d’une pissette au PBST. Elles sont ensuite incubées a température
ambiante, & Pabri de la lumiére, pendant 1 heure dans une solution au 1/200°™ de
streptavidine-peroxydase (P0397, Dakocytomation, Trappes, France) diluée dans du tampon
PBST. Aprés un dernier lavage bref a la pissette au PBST, I’activité peroxydasique est révélée
en déposant sur les lames la solution commerciale préte a 1’emploi, NOVARED ™ (Vector,
Burlingame, USA), pendant 4 minutes a 1’abri de la lumiére. Les coupes sont ensuite contre-
colorées a 1’aide d’une solution commerciale d’Hématoxyline de Harris, diluée au %, pendant
20 secondes, puis rincées a I’eau courante et bleuies dans du tampon Tris-HCI 0,1M pH 8.
Aprés déshydratation dans 1’éthanol et passage dans le toluene, les lamelles sont montées a

I’Eukitt®.
Pour chaque anticorps, un témoin négatif est réalisé. Pour ce faire, la technique est effectuée

en omettant I’anticorps primaire afin de vérifier que les signaux observés ne sont pas liés au

systéme de révélation de 1’anticorps primaire.

Figure X : Principe de I’étude immunohistochimique en trois couches.
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Tableau VI : Anticorps utilisés en immunohistochimie et conditions techniques.

Anticorps Caractéristiques Dilutions Références commerciales
Caspase-3 activée Polyclonal de lapin 1/1000 Reéf.557035,
BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA.
PARP clivée Polyclonal de lapin 1/25 Réf.9541,
Cell Signaling Technology,
Danvers, USA
M30 Monoclonal de souris | 1/50 Réf.2 140 322,
Boehringer,
Mannheim, Allemagne.
Ki-67 clone SP6 Monoclonal de lapin | 1/100 RM-9106-R7,
Lab vision corporation
Westhinghouse, USA.
Anti-IgG (H+L) de | Anticorps de chévre | 1/200 E 0432, Dakocytomation,
lapin biotinylé, purifié par Trappes, France.
affinité.
Anti-Ig G et M de | Anticorps de chévre | 1/200 E 0433, Dakocytomation,

souris

biotinyl¢é, punfié par

affinité.

Trappes, France.

II.4.3-Mise en évidence des cellules apoptotiques par la méthode TUNEL.

La technique est réalisée de la fagon suivante. Les coupes sont tout d’abord déparaffinées et

les conséquences de la fixation formolique sont inversées par hydrolyse basique catalysée par

la chaleur comme décrit précédemment. Les lames sont ensuite disposées dans un porte-lame

et rincées dans du TBST. Elles sont alors immergées dans une solution de Protéinase K a la

concentration de 0,03 Unités/mL dans un tampon Tris-HCL 0,1M, EDTA 0,5M pH 8 (voir

Annexe) pendant 10 minutes a 37°C. Aprés un ringage dans du Tris-HCL 0,1M pH 7.4, les

lames sont placées en position horizontale sur les plaques a effet Peltier d’un thermocycleur

pour coupes histologiques (HYBAID, Schleicher & Schuell CERA-LABO, Ecquevilly,

France). Quelques gouttes d’une solution réactionnelle (voir annexe) comportant de la
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transférase terminale, du dATP, du dUTP marqué a la digoxigénine sont déposées sur les
coupes. Ces dernieres sont ensuite recouvertes d’une lamelle afin d’obtenir une répartition
uniforme de la solution de marquage. L’incubation est effectuée pendant 30 minutes a 37°C,
une chambre humide étant réalisée en déposant sur les plaques a effet Peltier un couvercle en
plastique dont les dimensions sont adaptées. Une fois terminée, les lames sont rincées sous
agitation dans du TBST pendant 10 minutes a 37C. Les coupes sont ensuite encerclées par un
trait de crayon hydrophobe et recouvertes d’une solution au 1/200°™ dans un tampon Tris-
HCL pH 9,4 d’un anticorps de chevre antidigoxigénine marqué a la phosphatase alcaline/A
(Réf. 1426/338, ROCHE). L’incubation avec cet anticorps est de 45 minutes a température
ambiante. Les lames sont ensuite rincées brievement dans du TBST puis immergées dans un
tampon Tris HCL 0,1 M pH 9,4 contenant du MgCL2. La révélation de I’activité
phosphatasique s’effectue par dép6t sur la coupe de quelques gouttes de NBT-BCIP (réf.1681
541, ROCHE) diluée au 1/50°™ dans le tampon Tris-HCL pH 9,4 .La révélation est de quatre
minutes. La réaction est arrétée par ringage des lames dans le tampon pH 9,4. Les coupes sont
ensuite contre colorées par passage rapide dans une solution de rouge nucléaire puis rincées a
I’eau osmosée avant d’étre montées a 1’aide d’un milieu de montage a base d’alcool
polyvinylique (voir annexes). Les coupes tissulaires sont ensuite observées au microscope

optique. Le signal nucléaire, qu’il soit faible ou intense est considéré comme positif.
11.4.4-Les techniques effectuées.

Pour chacun des prélevements, une coloration standard HES est réalisée, une étude
immunohistochimique a 1’aide des anticorps anti PARP clivée, anti caspase-3 activée, anti M

30 ainsi que la méthode TUNEL. Chaque technique a été réalisée sur trois niveaux de coupe

séparés de 50 um pour les populations cellulaires traitées et non traitées.
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111-Etude de Pinfluence du bortezomib sur la cinétique cellulaire dans les

tumeurs gliales xénogreffées chez la souris nude.

Les gretfes ainsi que le suivi des souris nude sont effectués par Marianne Labussiére au sein
du laboratoire d’Histopathologie Expérimentale et Moléculaire de la faculté de Médecine de

Nancy.

I11.1-Développement du modéle animal

Des tumeurs sous cutanées sont obtenues dans un premier temps par injection sous cutanée
chez deux souris d’une suspension de cellules U87. Afin d’obtenir un nombre suffisant de
cellules pour la greffe, la culture cellulaire est préalablement amplifiée. Pour se faire, les
cellules sont ensemencées 4 J1 2 la concentration de 4.10% cellules/mL, dans des flacons de
culture de 225 cm? (Falcon, Dutcher, Brumath, France) contenant 45 mL de milieu de culture.
La composition du milieu de culture est résumée dans le tableau VII. A Js, une suspension
cellulaire 2 107 cellules/mL est préparée dans du glucose 5% (v/v) (Sigma, Saint-Quentin
Fallavier, France). Apres ringage du tapis de cellules adhérentes au PBS (Phosphate-buffered
saline) (Invitrogen corporation, Cergy pontoise, France), les cellules sont décollées de leur
support par digestion a la trypsine, a I’aide de 1 mL de solution de trypsine-EDTA (Invitrogen
corporation, Cergy pontoise, France). Apres cing minutes d’exposition a 37°C, I’activité
enzymatique est arrétée par addition de milieu de culture (3 a 5 mL). La suspension cellulaire
ainsi obtenue est centrifugée (1500 g, 10 minutes) et le culot cellulaire est ensuite remis en
suspension dans du milieu (5 & 10 mL). La viabilite cellulaire est ensuite établie par un test
d’exclusion au bleu trypan. Pour se faire, 450ul de la suspension cellulaire sont ajoutés 50 pL
de bleu trypan (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). La concentration en cellules vivantes
est alors déterminée par numération des cellules non colorées a I’aide d’un hémocytometre
(Polylabo, VWR, Fontenay sous Bois, France). La quantité a diluer dans le glucose 5% (m/v)

est alors calculée.
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Tableau VII : Milieu de culture des cellules U87.

Composants Concentration Fournisseurs
Sérum de Veau Feetal inactivé (SVF) 9% Dutcher

Pyruvate de sodium 1,25 mM Invitrogen
Acides aminés essentiels 0,5X Invitrogen
Acides aminés non-essentiels 0,5X Invitrogen
Vitamines 0,4 X Invitrogen
L-glutamine 2 mM Invitrogen
L-serine 10,8 pg/mL Invitrogen
L-asparagine 20 pg/mL Invitrogen
Pénicilline 100 U/mL Invitrogen
Streptomycine 100 pg/mL Invitrogen
DMEM qsp Invitrogen

DMEM : Milieu de Eagle modifié par Dulbecco.

Une fois la lignée cellulaire amplifiée, une suspension cellulaire a 107 cellules/mL est
préparée dans du glucose 5% (m/v).

La greffe est alors réalisée, sans anesthésie, par injection sous-cutanée de 10° cellules (100
uL) au niveau de la face externe des pattes postérieures droite et gauche. La souris « porte-
greffe » est sacrifiée lorsque la tumeur atteint un volume d’environ 1000 mm”. Le tissu
tumoral est préleve, puis plongé dans du sérum physiologique (NaCl 0,9%). 11 est alors coupé
finement, a I’aide d’une lame a rasoir, afin d’obtenir des fragments de 1 a 2 mm de diametre
et de 0,5 a 1 mm d’épaisseur. Ceux-ci constituent les greffons qui sont aussitdt implantés chez
les souris receveuses. Ces dernieres sont anesthésiées par injection intrapéritonéale d’un
mélange de xylazine a 0,8 mg/mL (Rompun® 2% Bayer Pharma, Puteaux, France) et de
kétamine a 6 mg/mL (kétamine Panpharma, Fougere, France) a la dose de 10 pL/g de poids
corporel. Ceci permet d’obtenir une anesthésie de 20 4 30 minutes. L’animal endormi est
ensuite fixé sur une planchette en plastique par ses quatre membres, en décubitus dorsal, au
moyen de ruban adhésif de type Micropore, 3M. Les greffons sont implantés en sous-cutanés
au niveau des plis inguinaux. La peau et le tissu conjonctif sont incisés, dégageant les
pédicules fémoraux, en regard desquels les fragments tumoraux sont déposés. La peau est
ensuite suturée a 1’aide de fil de suture Proléne 5/0 stérile (Ethicon, Issy-les-Moulineaux,

France)
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A T'issu de I'intervention, les animaux sont replacés individuellement dans leur cage et

surveillés jusqu’au réveil.
IT1.2-Répartition des animaux et traitement.

Pour la réalisation de ce travail, les souris sont greffées selon la méthode décrite ci-dessus.
Elles sont ensuite réparties aléatoirement en 4 groupes avec dans chaque groupe des souris
traitées (groupes B comme bortezomib) et des souris non traitées (groupes C comme
contréle), servant de témoins. Le bortezomib est injecté & la dose de 0,25 mg/kg par jour, dose
préalablement validée par une étude de toxicité. Le traitement est débuté lorsque les tumeurs
atteignent un volume de 250 +/- 50 mm”. I se fait sous la forme d’injections intrapéritonéales,
apres reconstitution du bortezomib a ’aide de sérum physiologique. Cette voie
d’administration est aussi efficace que la voie intraveineuse.[96] La solution ainsi injectée est
a une concentration de Img/mL. Le bortezomib nous est fourni par le laboratoire Janssen-
Cilag. Les souris, de chaque groupe, non traitées par le bortezomib recoivent des injections de

sérum physiologique selon le méme protocole.

- Répartition des animaux :

Groupe 1 : souris sacrifiées apres 3 injections quotidienne successives (B3 et C3).
Groupe 2 : souris sacrifiées apres 5 injections quotidienne successives (B5 et C5).
Groupe 3 : souris sacrifiées apres 8§ injections (5 injections quotidiennes successives, 2
jours sans injection puis 2 injections quotidiennes successives) (B8 et C8).

Groupe 4 : souris sacrifiées aprés 10 injections (5 injections quotidiennes successives

pendant deux semaines séparées de deux jours) (B10 et C10).
I11.3-Le suivi des animaux.

L’activité antitumorale du bortezomib est appréciée sur les variations du volume tumorale .La
mesure du volume tumoral est effectué a 1’aide d’un pied a coulisse. Chaque tumeur est
mesurée en millimetres selon deux axes : le plus grand (D) et le plus petit (d) diamétre. Le
volume tumoral est ensuite calculé selon la formule :

V= (Dxd%)/2.
Les souris sont sacrifiées apres une durée de traitement variant avec le groupe.
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II1.4-Le recueil des échantillons tumoraux.

Une fois les souris sacrifiées, les tumeurs sont prélevées et sont immédiatement fixées dans
du formol a 10% (v/v) préparé par dilution au 1/10°™ dans un tampon phosphate 0,1M pH 7,4
d’une solution mére commerciale contenant 40% (v/v) de formaldéhyde et 10% (v/v) d’alcool
méthylique. Apres une fixation de 24 heures, les prélévements sont mis en cassette,
déshydratés et imprégnés de paraffine dans un automate de type V.LP™ (Sakura) par
passages dans une série de bains successifs de formol, d’alcool, de toluéne et de paraffine. Les
blocs de paraffine ainsi obtenus, sont ensuite débités en coupes de 5 pm d’épaisseur qui sont
montées a I’eau albumineuse sur des lames de verre dégraissées pour les colorations
ordinaires ou & I’eau désionisée pour celles traitées a la polylysine (Polylysine™ ; Menzel-
Glaser, Braunschweig, Allemagne) pour les techniques immunohistochimiques. Aprés un
séchage d’une heure sur une platine chauffée a 40°C, les lames sont conservées un minimum

d’une nuit a I’étuve a 37°C.

L’¢étude morphologique des prélévements tumoraux est effectuée sur des coupes colorées a
I’hématoxyline €éosine safran selon les techniques utilisées en routine au Service d’ Anatomie
et de Cytologie Pathologiques du CHU de Nancy.

Pour chaque tumeur, une étude immunohistochimique a 1’aide des anticorps anti caspase-3

activée et anti Ki-67 est réalisée, selon le protocole décrit précédemment.
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Deuxieme partie : matériel et méthodes.

IV-Comptage.

IV.1- Choix de la technique pour détection de ’apoptose sur cellules en culture.

Chaque technique (HES, IHC a I’aide des anticorps anti caspase-3 activée, anti PARP clivée
et anti cytkératine 18 clivée, TUNEL) a été réalisée sur trois niveaux de coupe séparés de 50
um pour les populations cellulaires traitées et non traitées. Le comptage est effectué au
grossissement x 1000, sur 10 champs consécutifs a chaque niveau. Les corps apoptotiques
rapprochés, rattachés entre eux, sont considérés comme issus d’une méme cellule. L’indice
apototique correspond au rapport du nombre de cellules présentant un marquage sur le
nombre de cellules totales, exprimé en pourcentage.[76]

IA (Indice apoptotique) = nombre de cellules marquées x 100
nombre de cellules totales

En ce qui concerne I’étude morphologique standard apres coloration HES, [’indice
apoptotique est calculé selon la formule ci-dessus, en comptant les cellules présentant les
caractéristiques morphologiques essentiels du processus apoptoptique : la formation de corps

apoptotiques et/ou la condensation périphérique de la chromatine nucléaire.

IV.2-Etude de 'influence du bortezomib sur I’équilibre de la population cellulaire dans

Ies tumeurs gliales xénogreffées.

Dans notre travail, nous nous sommes intéress€s principalement a la mort apoptotique et a la
nécrose, la mort dite catastrophique ou par sénescence reproductive étant des eéveénements plus
difficiles a apprécier.
Pour chaque tumeur, une étude de la mort cellulaire est réalisée :
- la nécrose ischémique est quantifiée selon une analyse semi quantitative, exprimée par un
score de nécrose déterminé en fonction du pourcentage de nécrose par rapport a la surface
totale de la 1ésion.

- 0 : absence de nécrose.

- I ; territoire nécrosé < a 25 % de la surface totale de la lésion.

- II : territoire nécrosé compris entre 25 % et 50 % de la surface totale.

- III : territoire nécrosé > a 50 % de la surface totale de la 1ésion.
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Deuxieme partie - matériel et méthodes.

- IV : 1ésion totalement nécrosée ne permettant pas le calcul des indices

apoptotique et de prolifération.

- I’apoptose est mise en évidence par détection de la caspase-3 activée en immunohistochimie.
L’indice apoptotique est calculé a I’aide de la formule citée précédemment, le nombre de
cellules présentant un signal étant compté sur dix champs consécutifs au grossissement x
1000 sur un total de 2000 cellules. Nous avons exclu les cellules marquées au contact de la

nécrose ischémique, inductrice du processus apoptotique. ( photo 11¢)

La détermination de I’indice de prolifération est réalisée par comptage des cellules détectées a
’aide de I’ anticorps anti Ki-67. La procédure est identique a celle utilisée pour la
détermination de I’indice apoptotique, le comptage étant également réalisé uniquement sur les
zones tumorales solides, non nécrotiques, afin de ne pas inclure les cellules inflammatoires,

nombreuses en périphérie des zones nécrotiques.

V-Etude statistique.

L’étude statistique des résultats obtenus concernant la croissance tumorale des tumeurs gliales
est réalisée par Sophie Pinel au sein du laboratoire d’Histopathologie Expc¢rimentale et
Moléculaire de la faculté de Médecine de Nancy.

Le calcul de la moyenne et de 1’écart type est effectué dans chaque groupe.

Une analyse statistique non paramétrique est réalisée, utilisant le test de Mann-Whitney. Le

seuil de significativité retenu est de P<0,05.
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Troisiéme partie : résultats.

I- Choix de la technique évaluant Pactivité apoptotique.

I.1-Résultats de la cytométrie en flux.

Les résultats obtenus sont représentés sous la forme d’histogrammes monoparamétriques

présentant I’intensité de fluorescence en abscisse (FL1) sur une échelle logarithmique et le

nombre de cellules en ordonnée.

Graphique I : Résultats de la cytométrie en flux
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MI : fenétre de sélection correspondant aux cellules marquées.
Pic 1 : population cellulaire non marquée.
Counts : nombre de cellules.
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Troisieme partie : résultats.

Tableau VIII : Pourcentages de cellules marquées avec les anticorps anti caspase-3

activée et anti PARP clivée en cytométrie en flux.

Nume¢ration bleu trypan Apoptose

vivantes | mortes | viabilité | Caspase 3 activée | PARP clivéé

Cellules non 236 40 86% 1,74% 3,75%
traitées (T)
Cellules 72 7 91% 30,37% 15,82%

traitées (Tax)

1.2-Lecture des colorations standarts HES.

Les résultats de 1’étude morphologique sur coloration standart HES sont résumés dans le
tableau n°10a sous forme d’un rapport a/N, a étant le nombre de cellules présentant un des
deux critéres morphologiques du processus apoptotique et N étant le nombre total de cellules

comptées par champs au grossissement x1000 sur 10 champs consécutifs. (photos 5a et 5b)
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Troisieme partie : résultats.

Tableau IX-a : Indices apoptotiques calculés en fonction des modifications

morphologiques cellulaires sur coloration standart HES.

Cellules témoins (T) a/N Cellules traitées (Tax) a/N
1 niveau | 2™ 3“™niveau | 1¥niveau | 2™ 3*"niveau
niveau niveau
1% champ 0/198 0/57 0/65 14/59 6/44 21/109
2° champ 1/167 0/100 0/156 13/75 17/81 19/71
3° champ 0/51 1/82 1/179 13/30 17/86 34/169
4° champ 1/128 0/110 1/154 17/84 14/76 25/122
5° champ 1/154 0/106 0/185 20/102 30/116 13/91
6° champ 0/67 2/115 0/179 13/77 34/139 24/87
7° champ 0/97 1/151 0/177 7/65 40/126 18/104
8° champ 2/142 0/128 0/170 13/73 24/118 20/72
9° champ 1/114 1/115 2/132 19/97 18/96 24/113
10° champ 0/107 0/144 0/153 9/86 8/52 16/59
Total
champs /N 6/1225 5/1108 4/1550 138/748 208/934 214/997
Indice 0,38% 20,9%
apqptotique

a/N : a étant le nombre de cellules présentant un des deux criteres morphologiques du
processus apoptotique et N étant le nombre total de cellules comptées par champs au
grossissement x1000 sur 10 champs consécutifs

1.3-Résultats de I’é¢tude immunohistochimique.

L’anticorps anti caspase-3 activée révéle un marquage cytoplasmique. (photos 6a et 6b)
Cependant quelques cellules morphologiquement en fin d’apoptose présentent un marquage

des corps apoptotiques. (voir photo 6b)

En ce qui concerne 'anticorps anti PARP clivée, le signal est nucléaire, parfois situé au
niveau des corps apoptotiques lorsque la cellule est en phase d’apoptose avancée. (photos 8a

ct 8b)
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Troisieme partie : résultats.

Cependant, de fagon exceptionnelle, nous avons observé I’absence de marquage au niveau de
certaines cellules morphologiquement en apoptose. (photo 8c)
L’anticorps anti cytokératine 18 clivée (M 30) donne un signal cytoplasmique dense. (photos

7a et Tb)

Les résultats sont résumés dans les tableaux 10b, 10c¢ et 10d, notés sous forme ¢/N pour la
caspase-3 activée (¢ = nombre de cellules présentant un signal et N = nombre de cellules
totales), k/N pour I’anticorps M30 (k=nombre de cellules présentant un signal et N=nombre
de cellules totales) et p/N pour la PARP clivée (p = nombre de cellules présentant un signal et

N = nombre de cellules totales).

Tableau IX-b: Indices apoptotiques calculés a partir du marquage cellulaire par

Panticorps anti caspase-3 activée en immunohistochimie.

Cellules témoins (T) ¢/N Cellules traitées (Tax) ¢/N
1 niveau | 2°™° 3*™niveau | 1¥niveau |2°™ 3™ niveau
niveau niveau

1¥ champ 1/173 1/112 1/169 30/109 29/118 43/164
2¢ champ 1/118 1/114 0/185 19/88 14/70 25/135
3¢ champ 0/163 0/142 2/163 18/113 14/66 22/82
4° champ 0/157 0/123 2/155 11/93 18/70 19/54
5° champ 1/102 2/147 1/190 37/130 18/89 11/63
6° champ 1/129 2/197 0/184 26/139 10/56 7/39
7° champ 1/135 0/171 1/175 23/93 28/117 12/49
8° champ 2/123 0/183 0/131 15/75 33/128 31/122
9¢ champ 0/61 2/127 0/166 21/54 25/108 22/67
10° champ 1/77 0/147 0/114 12/37 14/50 34/125
Total champs | 8/1238 8/1463 7/1632 212/926 203/872 | 226/900
Indice 0,53% 23,7%
apoptotique.

¢ = nombre de cellules présentant un signal cytoplasmique et N = nombre de cellules totales
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Troisieme partie : résultats.

Tableau IX-c¢ : Indices apoptotiques calculés a partir du marquage cellulaire par

I’anticorps anti PARP clivée en immunohistochimie.

Cellules témoins (T) p/N Cellules traitées (Tax) p/N
1“niveau | 2°° 3“"niveau | 1¥niveau |2°"° 3™ niveau
niveau niveau

1¥ champ 0/144 0/179 1/93 8/80 17/90 2/42
2° champ 2/142 0/171 1/135 3/73 12/75 11/97
3° champ 0/115 1/188 1/165 12/111 21/88 5/74
4° champ 1/89 1/119 1/137 8/105 28/117 14/100
5° champ 0/81 1/183 1/149 5/66 13/88 10/86
6° champ 0/111 0/150 1/110 5/62 14/74 6/92
7° champ 1/123 3/168 2/166 17/84 26/129 5/53
8° champ 0/120 0/162 1/160 17/110 10/93 9/61
9° champ 0/78 1/138 0/144 6/82 13/78 14/110
10° champ 2/133 1/166 1/154 6/95 19/114 10/79
Total champs | 6/1136 8/1624 10/1413 87/868 173/946 | 86/794
Indice 0,57% 13,2%
apoptotique.

p = nombre de cellules présentant un signal nucléaire et N = nombre de cellules totales
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Troisieme partie : résultats.

Tableau IX-d : Indices apoptotiques calculés a partir du marquage cellulaire par

Panticorps anti M30 en immunohistochimie.

Cellules témoins (T) k/N Cellules traitées (Tax) k/N
1" niveau | 2™ 3*™niveau | 1¥niveau |27 3°™ niveau
niveau niveau

1% champ 2/148 1/162 1/194 13/65 23/119 16/66
2° champ 1/185 3/178 0/185 19/91 12/91 18/79
3°champ 2/172 1/155 3/122 18/74 18/100 28/116
4° champ 2/178 1/157 1/145 16/85 17/99 13/114
5° champ 1/106 2/83 1/101 29/118 12/73 10/93
6° champ 0/115 0/77 0/158 13/89 24/125 22/134
7° champ 0/135 0/167 0/110 23/97 28/134 16/98
8° champ 1/135 0/146 17117 15/95 34/143 10/51
9¢ champ 1/91 1/157 0/88 22/80 19/133 17/83
10° champ 1/72 0/84 1/186 17/72 20/85 29/121
Total champs | 11/1337 9/1366 8/1406 185/866 | 207/1102 179/955
Indice 0,68% 19.5%
apoptotique.

k=nombre de cellules présentant un marquage cytoplasmique et N=nombre de cellules totales

I-4-Résultats de la technique TUNEL.

La technique TUNEL entraine un marquage intense, noir des cellules en apoptose Les

résultats sont résumés dans le tableau IX-e, notés sous forme m/T (m = nombre de cellules

présentant un signal dense ; T = nombre de cellules totales). (photo 9a et 9b)

Au sein de la population cellulaire non traitée, certaines cellules en amas présente un

marquage dense nucléaire. ( photo 9c¢)
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Troisieme partie : résultats.

Tableau IX-e : Indices apoptotiques calculés a partir du marquage cellulaire par la

technique TUNEL.

Cellules témoins (T) m/N Cellules traitées (Tax) m/N

1" niveau | 2™ 3“™niveau | 1¥niveau | 2°° 3°" niveau

niveau niveau

1% champ 21/143 3/98 3/120 16/83 19/95 14/52
2° champ 6/99 19/149 17/162 18/102 11/86 12/77
3°champ 19/105 23/168 7/127 24/98 9/47 12/47
4° champ 18/157 15/206 10/97 16/75 14/84 22/124
5° champ 15/172 18/121 7/157 12/71 12/58 12/45
6° champ 28/180 20/140 9/165 20/102 17/63 27/114
7° champ 18/177 17/132 11/71 17/81 16/70 10/59
8° champ 15/181 16/151 8/110 18/86 19/76 19/68
9° champ 13/150 15/97 7/114 13/73 12/59 16/70
10° champ 8/149 15/119 24/151 24/97 21/79 11/54
Total champs | 161/1513 | 160/1381 | 102/1274 | 178/868 150/717 155/710
Indice 10,12% 21,04%
apoptotique.

m = nombre de cellules présentant un signal nucléaire ; T = nombre de cellules totales
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Troisieme partie : résultats.

I-5- Récapitulatifs des indices apoptotiques en fonction des techniques.

Graphique II : Comparaison des indices apoptotiques obtenus en cytométrie en flux et

en immunohistochimie.
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Graphique 111 : Comparaison des indices apoptotiques calculés a partir des techniques
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Troisieme partie : résultats.

II-Etude de Pinfluence du bortezomib sur la croissance tumorale dans les

tumeurs gliales xénogreffées chez la souris nude.

I1-1- Résultats généraux de I’étude.

Une tumeur a été greffée par souris sur un nombre total de 47 animaux répartis en huit
groupes distincts : les groupes « B » concernent les souris ayant été traitées par bortezomib,
les groupes « C » concernent les souris ayant eu des injections de sérum physiologique. Les
nombres 3, 5, 8 et 10 déterminent le nombre d’injections regues. Au total 47 souris ont été
greffées (une tumeur par souris) : 23 tumeurs ont servis de témoins (groupe controle « C ») et

24 tumeurs ont ét¢ traitées par bortezomib (groupe traité « B »).

Tableau X-a : Récapitulatif des données d’inclusion.

Nombre de Nombre de Volume
Nombre de souris .
Groupe souris incluses tumeurs médian a JO
décédées 3
(tumeurs) évaluables (mm”)
C3 5 0 5 233
C5 6 0 6 229
C8 6 3 3 239
C10 6 2 5 221
B3 6 0 6 221
B5 7 0 7 225
B8 5 1 4 239
B10 6 2 4 227

“"J0 : jour ou le volume tumoral atteint 250 + 50 mm® = jour ou le traitement débute .
- C : groupes témoins ; B : groupes traités par le bortezomib ; 3 : groupe traité par 3
injections, 5 : 5 injections, 8 : 8 injections et 10 : 10 injections.
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Troisieme partie : résultats.
I1-2-Résultats de Pétude de I’évolution du volume tumoral.

L’>évolution des volumes tumoraux est représentée par le graphique n°IV en fonction des

volumes médians afin d’obtenir deux courbes réguliéres, pour une analyse plus facile.

Graphique IV : Influence du bortezomib sur I’évolution du volume médian des tumeurs
xénogreffées.
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n = nombre de tumeurs par groupe : C10 n=5; Bl0n = 4.
C10 : groupe traité par 10 injections de sérum physiologique.
B10 : groupe témoin traité par 10 injections de bortezomib.

L’étude des volumes tumoraux des tumeurs U87 xénogreffées ne permet pas de mettre en
évidence une différence de croissance significative entre les groupes traité et témoin aprés 10
injections (groupes B10 et C10). Ceci est également observé pour ’ensemble des groupes

traités et témoins aprés 3, 5 et 8 injections (groupes B3/C3, B5/C5 et B8/C8).
I1-3-Etude morphologique sur coloration standard HES.
Pour chaque tumeur, une semi-quantification de la nécrose est effectuée (photo n°10), classant

chaque 1ésion en fonction du pourcentage de nécrose par rapport a la surface totale. Les

résultats obtenus sont résumés dans le tableau X-b.
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Tableau X-b : Evaluation du pourcentage des territoires de nécrose

Troisieme partie : résultats.

dans les différents

groupes.

C3 C5 C8 C10 B3 B5 B8 B10
Nombre de 5 6 3 4 6 7 4 4
tumeur total
Evaluation -m=1 n=0 |-n=MI|-n=1IV | -n=1 -n=1II | -n=1I1 | -n;= 11
delanécrose | -np=11 | -mp=11 | -mp=HI | -np=1I1 | -no=1 =11 | -ny=11 | ~np= 111
pour chaque | -n3=1 -ns=II | ns=H1 | -n3=11 | -n3=1 -n3=1II | -n3=1V | -n3= IV
tumeur. -ny=1 -ng= 111 =1 | =11 | -my=1 -ny=1I | ng=1I1

-ns= I | ns=11 -ns=I1 | -ns= 111

-ng= 111 -ng= I | -ng= 111
-ny=1

Score moyen 1.5 2,16 3 3,25 1,6 2,42 3,25 3,25
de nécrose.
Nombre de
tumeurs 0 0 0 1 0 0 1 1
exclues.”

*Tumeurs totalement nécrosées dont les activités apoptotiques et prolifératives ne peuvent
étre évaluées.
- C : groupes témoins ; B : groupes traités par le bortezomib ; 3 : groupes traités par 3
injections, 5 : 5 injections, 8 : 8 injections et 10 : 10 injections.

L’étude statistique réalisée ne permet pas de mettre en évidence une différence significative
du score de nécrose moyen entre les groupes traités et non traités apres le méme nombre de
jours de traitement. (P>0,05)

Par contre une différence significative du score de nécrose est observée entre les groupes en

début de traitement (C3, B3, C5 et B5) et les groupes en fin de traitement (C8, BS, C10, B10).
Au total, 36 tumeurs ont pu faire I'objet d’une évaluation de leur activité apoptotique et

proliférative par ¢tude immunohistochimique a 1’aide des anticorps anti Ki-67 et caspase-3

activée.
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I1-4-Etude immunohistochimique de ’activité apoptotique : caspase-3 activée.

Troisieme partie : résultats.

Le signal obtenu avec I’anticorps anti caspase-3 activé est cytoplasmique (voir photo 11a et

11b).

Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux X-c et X-d.

Tableau X-c : Résultats des indices apoptotiques pour chaque tumeur

dans les groupes controles.

C3 Cs C8 C10

-n;=1,5% -n1= 1,5% -n=1,5% -p= 0,3%
Indice apoptotique | -ny=2,0% -mp=1,2% -n=0,2% -n3= 0,4%
pour chaque -n3= 3,0% -n3= 1,2% -n3= 0,3% -ng= 0,2%
tumeur. -n3=1,2% -ng= 0,5%

-ns= 0,6% -n5=0,8%

-ng= 1,4%

Indice apoptotique
moyen 1,6% 1,1% 0,6% 0,3%
Ecart Type 0,90 0,37 0,72 0,1

C : groupes témoins, 3 : groupe traité par 3 injections de sérum

physiologique, 5 : 5 injections, 8 : 8 injection et 10 : 10 injections.
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Tableau X-d : Résultats des indices apoptotiques moyens pour chaque tumeur

dans les goupes traités.

B3 B5 B8 B10
Indice apoptotique | -n;= 2,3% -n;=0,2% -n1= 0,9% -m= 0,5%
pour chaque | -n,=2,4% -m=1,3% -n= 0,1% -n=0,7%
tumeur. -n3=1,8% -n3=0,7% -ny= 0,3% -ng= 0,6%

-ng=0,9% -n4=1,0%

-ns= 1,5% -n5=0,5%

-ng=1,2% -ng=2,1%

-n7=1,3%

Indice apoptotique
moyen. 1,6% 1,0% 0,4% 0,6%
Ecart type 0,59 0,62 0,41 0,1

B . groupes traités par le bortezomib ; 3 : groupe traité par 3 injections
5 : Sinjections, 8 : 8 injection et 10 : 10 injections.

Troisieme partie : résultats.

Graphique V : Evolution de I’indice apoptotique moyen dans les groupes contréles et

traités.
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C : groupes témoins ; B : groupes traités par le bortezomib.
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Troisieme partie : résultats.

L’¢étude stastistique réalisée ne permet pas de mettre en évidence une différence significative

de I’évolution de I’indice apoptotique moyen entre les groupes traités et non traités apres le

méme nombre de jours de traitement (P>0,05).

I1I-5-Etude immunohistochimique de la prolifération cellulaire : Ki-67.

Le signal obtenu est nucléaire, plus ou moins dense (photos 12a et 12b).

Les résultats des indices de prolifération sont résumés dans les tableaux X-e et X-f.

Tableau X-e : Résultats des indices de prolifération moyens pour chaque tumeur

dans les groupes témoins.

C3 C5 C8 C10
Pourcentage de | -nj=64,3% | -n=76,1% | -n=60,7% | -n,=58,8%
cellules marquées | -n;= 63,0% | -n,=68,3% | -n;=74,3% | -n3=71,8%
pour chaque | -n3=63,6% | -13=64,1% | -n3=67,0% | n4=67,3%
tumeur. -ng=72,0% | -ng= 69,0%

-n5=75,7% | -n5=71,6%

-ng= 82,9%

Pourcentage
moyen. 67,7% 72% 67,3% 65,9%
Ecart type 5,76 6,64 6,85 6,60

C : groupes témoins ; 3 : groupe traité par 3 injections de sérum

physiologique, 5 : 5 injections, 8 : 8 injection et 10 : 10 injections.
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Tableau X-f : Résultats des indices de prolifération moyens pour chaque tumeur

dans les groupes traités.

B3 B5 B8 B10
Pourcentage de | -n;=73,5% | -n1=54,7% | -n;=50,7% | -n;=67,0%
cellules marquées | -n,=68,8% | -ny=56,9% | -n;=74,3% | -ny= 65,8%
pour chaque | -n3=72,7% | -n3=50,1% | -ny=55,2% | -n4= 64,7%
tumeur. -ng=643% | -ny=76,8%

-n5=59,5% | -n5=79,3%

-ng=73,2% | -ng= 68,2%

-n7=73,5%

Pourcentage
moyen. 68,6% 65,6% 60,0% 65,8%
Ecart type 5,71 11,64 12,53 1,15

B : groupes traités par le bortezomib ; 3 : groupe traité par 3 injections
5 : 5 injections, 8 . 8 injection et 10 : 10 injections.

Troisieme partie : résultats.

Graphique VI : Evolution de P’indice de prolifération moyen dans les groupes controles

et traités.

90

40

Indices de prolifération moyens

30

5

Nombre d'injections.

8

10

C : groupes témoins ; B : groupes traités par le bortezomib.
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Troisieme partie : résultats.

L’étude stastistique réalisée ne permet pas de mettre en évidence une différence significative
de I’évolution de I’indice de prolifération moyen entre les groupes traités et non traités apres

le méme nombre de jours de traitement (P>0,05).
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Troisieme partie : résultats.

PLANCHE II

Photo 5 a : Etude morphologique de la Photo 5 b : Etude morphologique de la

population cellulaire non traitée population cellulaire traitée
Présence d’une cellule apoptotique Présence de plusieurs cellules apoptotiques
repérée par la fleche. (HES x1000) répérées par les fleches. (HES x1000)

R

Photo n°6a : Détection de I'antigene

caspase-3 activée en immunohistochimie caspase-3 activée en immunohistochimie
sur cellules en culture non traitées (x1000). sur cellules en culture traitées par taxol
(x1000).

.

Photo n°7a : Détection de | ’aiztiééne M30 Photo n°7b : Détection de l’antigéne

en immunohistochimie sur cellules en M 30 en immunohistochimie sur cellules en
culture non traitées (x1000) culture traitées par taxol (x1000)
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Troisieme partie : résultats.

PLANCHE IV

Photo n° 10 : Présentation morphologique
d’une tumeur gliale grefféé non traitée.
(T : tumeur solide, N : nécrose) (HES x

200)

Photo n°11b : Détection de I'antigéne
caspase-3 activée au sein d’une tumeur
gliale greffée traitée par le bortezomib
.(x 1000)

Photo n°12a : Détection de I'antigéne
Ki-67 au sein d’une tumeur gliale greffée
non traitée. (x 200)

=

Photo n° 11a : Détection de I’antigéne
caspase-3 activée au sein d ‘une tumeur
gliale greffée non traitée. (x 200)

Photo n° 11c : Détection de l’antigéne
caspase-3 activée au sein d ‘une tumeur
gliale greffée non traitée. Mise en évidence
de nombreuses cellules apoptotiques en
périphérie de la nécrose. T : tumeur solide,
N : nécrose. (x 200)

Photo n° 12b : Détection de l’dntigéne
Ki-67 au sein d’une tumeur
gliale greffée wraitée.(x 1000)
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Quatrieme partie : discussion.

L'utilisation de doses d'irradiations élevées pour le traitement des tumeurs n'est pas réalisable
en clinique, en raison de la mauvaise tolérance des tissus sains. L'administration concomitante
d'agents de chimiothérapie susceptibles de potentialiser l'effet antitumoral des radiations
ionisantes, sans aggraver leur toxicité, constitue une alternative attractive. Pour cela, il est
indispensable d'identifier des cibles thérapeutiques pouvant intervenir dans la réponse a la
radiothérapie. L apoptose occupe une place importante dans la réponse de certaines cellules
tumorales (cellules leucémiques ou lymphomes) aux médicaments anticancéreux. Le fait que
des agents anticancéreux soient capables d’induire la mort par apoptose sur de nombreuses
lignées de cellules tumorales issues de tumeurs solides en culture suggere par ailleurs que
I’utilisation de tels agents inducteurs devrait permettre d’améliorer 1’efficacité de la
radiothérapie. Savoir si I’apoptose est bien la mort cellulaire induite dans les cellules
tumorales des tumeurs solides par les agents cytotoxiques lorsqu’ils sont utilisés en
thérapeutique humaine reste cependant débattu. En effet, la machinerie apoptotique est la
cible de nombreuses mutations participant au développement tumoral de telle sorte que de
nombreuses cellules tumorales en particuliers dans les tumeurs solides sont intrinsequement

résistantes a 1’apoptose.

Le protéasome est un complexe multienzymatique responsable de la dégradation de
nombreuses protéines cellulaires polyubiquitinylées. Sa structure est trés propice a un ciblage
pharmacologique par des molécules, dont le bortezomib (PS-341), affines et extrémement
spécifiques de I’activité catalytique du protéasome. Il peut paraitre a premiere vue illogique
d’espérer détruire sélectivement les cellules tumorales avec ces produits et ce d’autant que les
protéines cibles des activités protéolytiques du protéasome appartiennent a des voies
métaboliques trés diverses. Cependant, des ¢tudes initiales réalisées in vitro avec le
bortezomib démontre sa capacité d’induire 1’apoptose de cellules tumorales, surtout issues

d’hémopathies lymphoides (myélome, lymphome) en culture.[97]

Le role du protéasome dans la réponse a la radiothérapie reste mal connu. Un certain nombre
d’arguments expérimentaux suggérent que le systéme ubiquitine/protéasome intervient dans
les réponses moléculaire et cellulaire a l'irradiation.[98] D’une part, I’activité du protéasome
est trés sensible aux variations minimes du statut redox de la cellule, variations pouvant étre
causées par une irradiation. De ce fait, certains auteurs présentent le systéme
ubiquitine/protéasome comme un détecteur du stress oxydatif servant a déclencher une

réponse adaptée.[98] D'autre part, il a été démontré que le protéasome 26S est lui-méme une
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Quatriéme partie : discussion.

cible directe de I'irradiation. En effet, lorsque le protéasome 26S est soumis in vitro a des
doses de radiations ionisantes < 2 Gy, son activité protéolytique est réduite de 40 % .Par
ailleurs, la plupart des protéines clés qui contrdlent la progression dans le cycle cellulaire
(p21, cyclines A, D et E, p53, mdm2, ...), la transcription de 'ADN (couple IxB a/NF-kappaB,
p53, AP-1), la réparation de 'ADN (DNA-PKcs), et l'apoptose (p53, Bcl-2, Bax, caspase-3)
notamment apres irradiation sont elles-mémes dégradées par le protéasomes 26S.[99] Enfin,
in vitro, l'exposition de cellules irradiées a un inhibiteur de protéasome, le MG-132, conduit a
une augmentation de l'activité cytotoxique de la radiothérapie . In vivo, des résultats similaires
ont été obtenus avec le bortezomib, autre inhibiteur du protéasome, lorsque des greffes de
carcinome mammaire murin et des carcinomes colo-rectaux humains ¢taient irradiées avec

une seule fraction d'irradiation > 5 Gy .[98]

En vue de mieux comprendre ces faits, une ¢étude de radiopotentialisation in vivo par le
bordezomib, faisant appel a un modele pré clinique de gliome malin, a été initiée au sein de
I’EA 4001 : Radiopotentialisation : de la préclinique a la clinique. Cette étude comporte :

1) TPanalyse des effets de I’administration du médicament sur 1’activité protéolytique du
protéasome 26S et ce, apres 1 fraction d'irradiation (pour référence) ou 5 fractions
d'irradiation.

2) TD’analyse comparée de I’activité¢ du médicament administré seul ou conjointement a la
radiothérapie fractionnée.

3) une étude des altérations de certaines voies métaboliques impliquées dans les
remaniements éventuellement observés.

Notre participation a cette recherche a consisté en la mise en place des techniques nécessaires
a la détection de I’apoptose sur coupes tissulaires dans ces modceles et dans I’étude des effets
du bortezomib administré seul sur la croissance tumorale et 1’éventuelle régression tumorale

sous traitement.

112



Quatrieme partie : discussion.

La premiére partie de notre travail a consist¢ a tester différentes méthodes de mise en
évidence de I’apoptose sur coupes de greffons tumoraux fixés au formaldéhyde et inclus dans
de la paraffine. Pour ce faire nous avons utilisé comme modéle des coupes de culots de
centrifugation de cellules HT29 en culture , fixés et inclus dans de la paraffine, 1’apoptose
dans ces cultures étant préalablement induite de fagon synchrone et reproductible par le taxol,
un médicament stabilisateur des microtubules polymérisés.[68] Dans la mesure ou la
condensation et la fragmentation nucléaire sont des événements tardifs et brefs dans le
processus d’apoptose, et parce que la reconnaissance en histologie standard des cellules
apoptotiques peut faire I’objet de difficultés, les méthodes de détection de I’apoptose faisant
appel a la mise en évidence d’événements biologiques spécifiques autres que la fragmentation

de I’ADN sont particuliérement utiles.

Le TUNEL est une des méthodes de détection des cassures des brins d’ADN qui surviennent
pendant 1’apoptose. Bien que les enzymes utilisées dans les milieux réactionnels soient
différentes, les techniques ISNT et TUNEL reposent sur des principes similaires. Nous avons
choisi cette derniére parce que, dans 1’expérience du laboratoire, elle donne naissance aux
signaux les plus intenses. Ces deux techniques sont potentiellement moins reproductibles que
les méthodes immunohistochimiques classiques puisqu’elles mettent en ceuvre au moins deux
traitements enzymatiques successifs. De plus, le TUNEL est une technique onéreuse (Cofit
d’une lame en immunohistochime : 0,62 E TTC, colt d’une lame avec la méthode TUNEL :

2,65 E)

Parce que I’activation de la voie des caspases est un indicateur spécifique (mais non exclusif)
de 'apoptose, la mise en évidence de produits de clivage spécifiques de proenzymes ou de
protéines non enzymatiques constitue une alternative intéfessante. Dans le commerce, sont
disponibles des anticorps complémentaires d’épitopes générés par I’action des caspases sur la
caspase 3, la cytokératine 18 et la PARP. La caspase-3 et la PARP sont exprimées par
quasiment toutes les lignées cellulaires alors que ’expression de la cytokératine 18 est limitée
a un plus petit nombre de lignées. La détection et la quantification des cellules apoptotiques a
I’aide d’anticorps anti caspase-3 activée et anti cytokératine 18 activée a fait I'objet de
plusieurs travaux rapportés dans la littérature.[76, 100] L’ anticorps anti caspase-3 donne de
bons résutats sur les coupes de tissus fixés au formol et inclus dans la paraffine.
L’immunoréactivité est observée dans le cytoplasme de cellules présentant les altérations

morphologiques classiques de 1’apoptose mais également dans un certain nombre de cellules
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apparemment saines qui pourraient ainsi correspondre a des cellules venant d’entrer dans le
processus apoptotique. L’observation de la protéine dans les phases tardives de I’apoptose
témoigne d’une certaine résistance a la dégradation. Il pourrait correspondre & la translocation
nucléaire de la protéine clivee. Ce marquage a ¢té décrit avec d’autres anticorps anti caspase
que celui utilisé dans notre travail.[76]

L’anticorps polyclonal de souris que nous avons testé n’est pas spécifique d’espece. Il est
donc particulierement bien adapté a I’é¢tude de la croissance et de la régression tumorale dans
les mode¢les murins du fait de I’absence de bruit de fond avec les anticorps polyclonaux d’une
part et de la possibilité d’apprécier I’effet pro apoptotique des traitements sur les cellules

stromales, notamment vasculaires qui, apres les premiers jours sont toutes d’origine murine.

La cytokératine 18 quant a elle est exprimée dans de nombreux épithéliums stratifiés et non
stratifiés. L anticorps M30 donne lieu a un signal granulaire cytoplasmique des cellules pré
apoptotiques et apoptotiques. Le produit de clivage peut étre détecté dés la deuxieme heure
apres P'induction de 1’apoptose. 11 atteint son maximum au bout de 4 a 6 heures. L’anticorps
détecte donc des événements plus précoces que la technique TUNEL dont les indices de
marquage correspondant atteignent leur maximum a la 12" heure. L’activation de la
cytokératine prend place avant le début de I’hydrolyse de I’ADN. L’indice apoptotique établi
a 'aide de I’anticorps M30 baisse dans les phases tardives de 1’apoptose probablement par
dégradation progressive de la protéine. L’anticorps M30 est spécifique d’espece et ne
reconnait pas la cytokératine 18 murine. Nos résultats sont donc en accord avec ceux

rapportés dans la littérature.[76, 101]

Notre travail est I’'un des premiers a tester en culture et sur modeles pré clinique la sensibilité
de la détermination de I'indice apoptotique établi a partir de la mise en évidence immuno
histochimique de la PARP clivée.

Entre nos mains, le pourcentage des cellules mises en évidence par les anticorps anti caspase-
3 et anti PARP activées sur coupes histologiques sont voisins quoiqu’un peu inférieurs a ceux
détectés par la cytométrie en flux. L’infériorité des chiffres obtenus en immunohistochimie
peut s’expliquer par le fait quen cytométrie en flux les débris cellulaires ou les corps
apoptotiques dont la taille est supérieure a 0,8pum sont considérés comme des cellules a part
entiére alors qu’en immunohistochimie elles ne sont ou bien pas reconnues ou bien, si elles
sont proches les unes des autres, comptées comme issues d’une méme cellule. L’inversion des

conséquences de la fixation formolique par hydrolyse basique des liaisons formaldéhyde

114



Quatrieme partie : discussion.

macromolécules accelerée par la chaleur peut conduire également au détachement des cellules
les plus rétractées des lames portes objet.

La valeur de l’indice apoptotique dans les cultures trait€ées ou non par le taxol sont, en
premicre approximation, sensiblement identiques quelque soit I’anticorps utilisés (anti
Caspase-3 activés ou anti PARP activée). Notre travail ne donne pas d’indications sur la
cinétique d’activation de la PARP au cours de I’apoptose. Il convient, cependant, de noter que
quelques cellules présentant les remaniements typiques de I’apoptose en histologie standard
n’étaient pas colorées. La localisation nucléaire de la protéine constitue par ailleurs un
inconvénient. En effet, les colorations nucléaires non spécifiques sont des artéfacts fréquents
lors de I'utilisation d’anticorps a des concentrations un peu élevées. Par ailleurs, le marquage
nucléaire masque les altérations chromatiniennes concomitantes de I’apoptose servant souvent

de contréles internes. Cette difficulté est observée également avec la technique TUNEL.

Toutes les observations décrites dans la premicre partie de notre travail, doivent étre
confirmées en multipliant ces mémes techniques sur des populations cellulaires présentant des
taux d’apoptose variables, afin de prouver la reproductibilit¢ de nos résultats. Cependant ces
premieres données nous donnent déja une indication sur les avantages et les inconvénients des

différentes techniques testées. Ceux-ci sont résumés dans le tableau XI.
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histologique détectant I’apoptose.

Quatrieme partie : discussion.

Avantages et inconvénients des différentes techniques de détection

Avantages

Inconvénients

- Tres bonne spécificité.

- Stade tardif de I’apoptose.

Modifications - Faible cofit. - Fastidieux
morphologiques - Détection des apoptoses non

caspase dépendante.

- Bonne sensibilite. - Stade tardif de I’apoptose.
TUNEL - Dépend des conditions

techniques.

- Cotteux.

Caspase-3 activée

IHC

- Bonne spécificité et
sensibiliteé.
- Phases précoce et tardive de

I’apoptose.

- Pas de détection de I’apoptose

non caspase 3 dépendante.

PARP clivée

- Faible sensibilité.

Cytokératine 18
clivée (M30)

- Bonne sensibilité.

- Non exprime par certains

types cellulaires..
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En préalable a une ¢tude de radiopotentialisation par le bortezomib dans les gliomes malins
humains, nous avons étudié I’effet du bortezomib sur la croissance et I’éventuelle régression
de xénogreffes chez la souris nude. Ces dernicres ont €té établies a partir de la lignée U87,
une lignée de glioblastome humain bien caractérisée, connue pour exprimer la capsase-3. Ce
modele s’est caractérisé par une croissance treés rapide avec le développement progressif
d’une nécrose de coagulation (voir graphique VII). Comme nous [’avons constaté,
Iimportance de la nécrose n’est par corrélée a I’administration du bortezomib, mais a
Paugmentation des volumes tumoraux. Celle-ci étant aussi importante dans les groupes
témoins et traités en fin de traitement. Cette constation est en accord aves les données de la
littérature qui démontrent I’importance de I’hypoxie dans les tumeurs gliales xénogreffées

lorsque les vaisseaux sont trop distants les uns des autres.[89]

Graphique VII : Comparaison de la croissance du volume tumeoral des groupes témoins
au cours de trois études différentes avec la lignée U87.
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Le traitement par le bortezomib s’est révélé inactif sur la croissance tumorale. Une étude
immunohistochimique a I’aide de I’anticorps anti caspase-3 activée a démontré la présence
d’une densité élevée de cellules marquées au contact de la nécrose ischémique. Par analogie

avec les connaissances acquises en pathologie myocardique, il est possible de rattacher
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’apoptose périnécrotique a ’ischémie et non a Peffet direct de la chimiothérapie.[102] C’est
la raison pour laquelle nous n’avons compté dans notre travail que les cellules marquées
situées a distance des territoires nécrosé€s. Ainsi compté, nous n’avons pas observé de
différences significatives entre les indices apoptotiques des groupes d’animaux traités ou non
traités. Il n’a pas par ailleurs été reconnu de différences dans la cinétique de prolifération telle

qu’apprécier par la mise en évidence de la protéine Ki-67.

Savoir si la nécrose s’explique pour partie par une apoptose préférentielle des cellules du lit
microcirculatoire nécessiterait la mise en ceuvre de techniques immunohistochimiques en
fluorescence couplant la détection des cellules endothéliales par un anticorps anti CD31 par
exemple et celle de la caspase-3 activée. La lignée U 87 s’est révélée résistante au taxol en
culture. Le mode d’action de ce dernier médicament est trés différent de celui supposé du

bortezomib. Il serait important de comprendre les mécanismes de cette résistance.

L’absence de réponse au bortezomib ne démontre pas que ce dernier ne puisse, dans ce
modele, exercer un effet radiopotentialisant. Il parait souhaitable, cependant, d’étudier 1’ effet
antitumoral de ce médicament dans d’autres modeles de gliome malin de fagon a disposer de

modéles sensibles.
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Conclusion.

La premicre partie de notre travail permet de déterminer que I’utilisation de 1’anticorps anti
caspase-3 activée est actuellement une des meilleures techniques dont nous disposons pour
détecter le processus apoptotique sur coupe tissulaire : nous avons en effet montré la bonne
sensibilité de notre anticorps quant a la détection de cette protéine lorsqu’elle est exprimée.
De plus, selon les connaissances actuelles, il s’agit d’une des principales molécules
intervenant précocément dans la transduction du signal lors du processus apoptotique, lorsque
celui-ci est caspase-3 dépendant.

D’autres séries, comparant les différentes techniques de détection de 1’apoptose seront
réalisées afin de confirmer nos premiéres observations. De plus, d’autres paramétres peuvent
également étre modifiés tels que la diversité des populations cellulaires et la méthode
d’induction de I’apoptose, pour ne pas méconnaitre d’autres voies d’activation de ce
processus, ce qui pourrait redonner un intérét aux autres techniques de détection de la mort

cellulaire par apoptose.

En ce qui concerne efficacité du bortezomib sur les tumeurs gliales, notre étude ne met pas
en évidence d’inhibition de la croissance tumorale. Cependant, d’autres essais doivent étre
réalisés, en utilisant des mod¢les de gliomes malins dont la croissance tumoral est plus lente,

et en y associant la radiothérapie, pour en potentialiser les effets.
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Annexes.

HISTOLOGIE

> Coloration par I’Hématoxyline-Eosine-Safran :

Solution d’hématoxyline :
Hématoxyline stabilisée SPECI (réf.00911) dilu€e au tiers (1/3) dans une solution diluante :

eau distillée 1000 mL, Alun potassique 100g (PROLABO ref. 21 110 296).

Solution d’éosine :
Solution aqueuse d’érythrosine a 1% (érythrosine B réf. 1.15936, Merck) a acidifier par

quelques gouttes d’acide acétique avant utilisation.

Solution alcoolique de safran a 1% :
Faire sécher 10g de safran & 56° pendant 24 heures (Safran réf. 1.1507736, Labonord).
Réduire le safran en poudre et ajouter 1000mL d’éthanol absolu. Laisser infuser a 1étuve

plusieurs jours.

Protocole :
Hématoxyline 6 minutes

Eau distillée

Alcool chlorhydrique 3 secondes
Eau distillée

Eosine 5 minutes
Eau distillée 3 minutes
Alcool 95° 3 minutes
Alcool absolu 3 minutes
Safran 5 minutes
Alcool absolu 5 minutes
Toluene 5 minutes

Montage a I"Eukitt®
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IMMUNOHISTOCHIMIE

>Tampon EDTA 10 mM :
Solution EDTA 0,5 M 20 mL
Eau osmosée QSP 1L 800 mL

>Tampon citrate de sodium pH 6

Acide citrique 21,01 g/L 36 mL
Citrate de sodium 29,41 g/L 164 mL
Eau osmosée QSP 2 litres 1800 mL

>Tampon PBS-Tween (PBST):

Solution PBS 10 X 500 mL
Tampon Tween SmL
Eau osmosée QSP 5 litres

>Diluant pour anticorps primaire :

Azide de sodium 0,30 g
N-¢thyl-maleimide 0,18 g
Glycérol 60 mL
Sérum albumine bovine a 30% 9,9 mL
Tampon PBS 1/10 (sans tween) QSP 300 mL

Annexes.

>Solution de révélation préparée extemporanément (Kit de coloration NovaRED,

Vector, Burlingame, USA)

Eau distillée 5mL

Réactif 1 3 gouttes
Réactif 2 puis Réactif 3 2 gouttes chacun
Solution de peroxyde d’hydrogéne 2 gouttes

Elle est ensuite déposée sur la lame, puis rincée apres 4 & 5 minutes a I’eau courante.
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Annexes.

>Tampon 0,1 M pH 8,2

Tris Hcl 1 M pH 8 100 mL
Eau BM 20 mL
Ajuster le pH a 8,2.
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Annexes.

TECHNIQUE TUNEL

>TBST
Tris HCI 1 M pH 7,6 50 mL
NaCl 5M 30 mL
Eau BM 920 mL
Ajuster le pH a 7,6.

>Solution de Protéinase K

- Préparation du tampon de solution Protéinase K :

Tris-HCI 1 M 50 mL
Eau BM 950 mL
CaCl, 0,147g

- Ajouter la Protéinase K (réf.161519, ROCHE) a la dose de 1 mg pour 1 mL de tampon de
solution.

- La solution ainsi obtenue est fractionnée en conditionnement de 100 pL et conservée au
congélateur a -20°C.

- Préparation du tampon de dilution :

Tris-HCI 1 M pH 8 100 mL
EDTA0,5M 100 mL
Eau BM 800 mL

- La solution finale de proteinase K est préparée extemporanément par dilution au 1/1000

dans le tampon de dilution.

>Tampon pH 9,4
TrisHC1 1 M pH 8 100 mL
NaCl5M 20 mL
MgChL 1 M 50 mL
Eau BM 830 mL
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Annexes.

>Solution enzymatique

Tampon 5X 10 L
Digoxigénine 11 dUTP (REf.1093 088, ROCHE) 1 uL
dATP (1/4) 3,5ulL
rTdt 2,5uL

Eau BM + Tween (0,1%) (RéEP 1379, SIGMA) 80 uL

>Préparation de la solution Kernechtrot

Kernechtrot (rouge nucléaire) (réf. 4072969, MERCK, 5g) 0,5g
Sulfate d’aluminium 25g
Eau distillée 500 mL

Chauffer jusqu’a ébullition et filtrer.

>Milieu de montage a base d’alcool polyvinylique.
- Mélanger 5 mL de TRIS-HC] 1M pH 8 (NABET) dans 95 mL d’eau osmosée pour obtenir
du tampon TRIS HCI 50 mM pH 8.5.
- Ajouter 12g de PVA (Polyvinyl Alcohol Wt. 30,000-70,000) (Réf. P-8136, SIGMA) dans 90
mL de tampon TRIS HC] 50 mM pH 8,5.
- Chauffer légerement sur I’agitateur sans dépasser 60°C. Ajuster le pH a 8,5. Laisser reposer
la nuit a + 4°C.
- Le lendemain, placer la solution dans un bain Marie pendant 45 minutes. Ajouter 30 g de

glycérol (=23 mL) lorsque la température atteint 50°C.
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RESUME DE LA THESE :

Les tumeurs gliales malignes représentent a ’heure actuelle un véritable challenge thérapeutique. Les
armes thérapeutiques demeurent en effet peu nombreuses, n’apportant qu’un bénéfice limité en terme de
survie. Le bortezomib est le premier inhibiteur réversible du protéasome commercialisé. Ses actions
antiproliférative, pro apoptotique et radio potentialisante ont été démontrées sur plusieurs types de
tumeurs. En ce qui concerne les tumeurs gliales, seule une étude a été publiée a ce jour, démontrant une
inhibition de la croissance cellulaire sur la lignée tumorale gliale U 87 en culture cellulaire. Notre étude a
donc consisté 4 évaluer Pefficacité antitumorale de cette nouvelle molécule sur un modéle pré clinique de
gliomes malins greffés chez la souris nude. Nous avons donc dans un premier temps comparé 1’évolution
des volumes tumoraux entre un groupe de souris traitées et non traitées. Dans un second temps, chaque
tumeur a fait I'objet d’une évaluation microscopique de la cinétique cellulaire, par détermination des
indices apototique et de prolifération. Pour se faire, nous avons été amenés a mettre au point et comparer
différentes techniques de détection des cellules apoptotiques sur coupes tissulaires : la détection de la
caspase-3 activée par techmique immunohistochimique est apparue étre la méthode la plus sensible. Elle a
donc ét€ appliquée aux tumeurs gliales afin de déterminer P’activité apoptotique, la prolifération cellulaire
étant quant a elle mise en évidence par Ianticorps anti Ki-67. Nos résultats démontrent que 1’évolﬁtion
des indices apoptotique et de prolifération, entre les groupes témoins et traités, n’est pas modifiée par
PPadministration de bortezomib, ce qui concorde avec I’évolution des volumes tumoraux. Cependant, les
investigations doivent étre poursuivies en association avec la radiothérapie afin de ne pas méconnaitre un

effet radiopotentialisant du bortezomib.
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