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Introduction

Les tumeurs cérébrales sont des tumeurs pouvant se développer dans n’importe quelle
région du cerveau (tronc cérébral, hémispheres, cervelet, hypophyse...). Elles se différencient
en fonction de leur localisation ; de leur grade (témoignant de I’agressivité de la tumeur) ; et
enfin de leur type définit par les cellules initiatrices (cellules gliales, méninges...). Les
hommes sont plus fréquemment atteints que les femmes. Les tumeurs primitives touchent 10 a
15 personnes pour 100 000 habitants par an, et représentent 2 a 3% de la totalité des cancers
humains. Elles se distinguent des métastases cérébrales, les plus fréquentes, provenant d’un
cancer extra-cérébral [Institut National Du Cancer (INCa), 2010].

Actuellement, la classification majeure des tumeurs cérébrales repose sur les critéres
de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) de 2007. Elle distingue les tumeurs d’origine
neuroépithéliales comprenant essentiellement les gliomes, les tumeurs des nerfs craniens et
paraspinaux, les tumeurs méningées, les tumeurs germinales et de la région sellaire, les
lymphomes ainsi que les tumeurs métastatiques [Louis, Ohgaki, Wiestler et al., 2007].

Les gliomes sont des tumeurs cérébrales impliquant les cellules gliales. Ces cellules
forment I’environnement des neurones (astrocytes, oligodendrocytes, épendymocytes et
microglie).

Il existe actuellement plusieurs classifications pour les gliomes.

La classification anatomo-pathologique de référence est fondée sur les critéres de
I’OMS de 2007. Elle distingue les gliomes en fonction de leur phénotype cellulaire
(astrocytaire, oligodendrocytaire ou mixte) ainsi que de différents criteres (densité cellulaire,
atypies cytonucléaires, mitose, prolifération endothéliocapillaire, nécrose), définissant le
grade de malignité (de I, bénin a IV, malin). Les glioblastomes sont des astrocytomes de
grade IV. Une des limites de la classification de ’OMS est son manque de reproductibilité.

Ainsi en France, la classification de I’Hopital Sainte-Anne est fréquemment utilisée.
Elle repose sur un examen anatomo-pathologique et sur 1’analyse de 1’imagerie par
résonnance magnétique (IRM) permettant de distinguer les oligodendrogliomes et
oligoastrocytomes de grade A, les oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade B et
enfin les glioblastomes. Elle permet d’établir le diagnostic simplement.

Une autre classification des gliomes, basée sur des critéres moléculaires se développe
actuellement, notamment a la suite de Iinitiative du National Institutes of Health (NIH). Elle
permet de définir des sous-groupes en fonction des altérations génétiques présentes au sein de
ces tumeurs. L’objectif est de mettre au point de nouvelles thérapies plus spécifiques a chaque
sous-groupe [Van Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010].

Les gliomes sont les tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes de 1’adulte
(40%). Cependant leur incidence reste faible avec 5 a 8 cas pour 100 000 habitants par an en
France et aux Etats-Unis. IIs représentent la 4™ cause de mortalité chez 1’adulte et la 2°™¢




cause de mortalité¢ chez I’enfant [Haberer, Assouline and Mazeron, 2010]. L’4ge moyen de
diagnostic dépend du type de gliomes. Les gliomes de bas grade sont plus fréquemment
retrouvés chez de jeunes adultes, tandis que les gliomes de haut grade se développent
préférentiellement a I’age de 50 ans.

Les symptomes sont en corrélation avec la compression cérébrale et 1’hypertension
intracranienne. Ils dépendent de la localisation ainsi que du grade de la tumeur. Les plus
fréquents sont des céphalées s’accompagnant parfois de nausées, des crises d’épilepsie
partielles ou généralisées, un ralentissement physique et psychique, une faiblesse musculaire,
des troubles de la parole ainsi qu'un déficit moteur ou visuel [Fédération pour la Recherche
sur le Cerveau (FRC)].

Le diagnostic des gliomes repose sur I’examen clinique et I’imagerie (scanner ou
IRM). Une biopsie permet de confirmer leur présence.

Le traitement est complexe. Il dépend du type de tumeur, de sa localisation, de son
apparente gravité ainsi que de 1’age et de 1’état général du patient. On distingue le traitement
antitumoral, comprenant la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie conventionnelle ou
la thérapie ciblée ; du traitement symptomatique visant a soulager le patient a court terme.

Le pronostic des gliomes dépend de I’histologie de la tumeur, de la qualité de
I’exérese, ainsi que de I’age et de I’état général du patient.

Selon la classification de I’OMS, les tumeurs de grade I sont curables par chirurgie.
Les patients atteints de tumeurs de grade II survivent généralement plus de 5 ans et ceux avec
une tumeur de grade III environ 2 & 3 ans. Le pronostic des patients possédant un gliome de
grade IV dépend de I’efficacité des traitements disponibles mais est souvent sombre. En ce
qui concerne les glioblastomes, la forme la plus sévere de gliomes, la médiane de survie des
patients est de 3 mois seulement sans traitement et d’environ 14 mois avec traitement [Van
Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010].

Le premier chapitre de ce manuscrit s’intéressera a I’état des connaissances actuelles
concernant les glioblastomes, un sous-type particulier de gliomes. Au sein des glioblastomes,
sont retrouvées une majorité de cellules de la masse tumorale possédant une capacité
proliférative limitée, mais également une petite proportion de cellules dotées de propriétés
particuliéres : les cellules souches cancéreuses. Ces dernieres sont en partie responsables du
mauvais pronostic de ce type de tumeur. Ainsi la seconde partie de ce chapitre sera consacrée
a la description des caractéristiques de ces cellules particulieres.

Dans un deuxiéme temps, une synthése du travail expérimental réalis¢ lors de mon
stage de master 2, au sein du laboratoire d’Innovation Thérapeutique (UMR 7200, Faculté de
Pharmacie de Strasbourg), sera présentée. Ce chapitre portera sur 1’étude du mode d’action
d’un composé actif sur les cellules souches cancéreuses quiescentes de glioblastome.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

11



1. Glioblastomes

1.1. Définition et classification

Selon la classification de ’OMS de 2007, les glioblastomes sont des astrocytomes de
grade IV, la forme la plus sévere de gliomes (Tableau I) [Carrondo Cottin, 2008].

Tableau I : Classification internationale des astrocytomes selon I'OMS en 2007.
Tableau adapté de Carrondo Cottin, (2008).

Tumeur UL Critéres histologiques Taux de survie
histologique 89 relatif a 10 ans (%)
Astrocytome Prolifération cellulaire
. . I . 89,3
pilocytaire anarchique
Astrocytome diffus II Atypies nucléaires discretes 38,7
Astrocytome Atypies importantes avec
. I . 22,2
anaplasique mitoses
Atypies importantes avec
Glioblastome v mitoses, nécrose et/ou 2,3
prolifération endothéliale

IIs se divisent en deux sous-types : primaire et secondaire.

Le glioblastome primaire ou de novo représente plus de 90% des glioblastomes. Il
survient surtout a partir de 60 ans et possede une histoire clinique courte. Les anomalies
génétiques rencontrées sont une amplification de 1’ Epidermal growth factor receptor (EGFR)
(40% des cas), une mutation du gene P53 (28% des cas) et une mutation du gene Phosphatase
and TENsin homolog on chromosome 10 (PTEN) (25% des cas).

Le glioblastome secondaire moins fréquent, se développe a partir d’un gliome de stade
inférieur, chez des patients plus jeunes. Son histoire clinique est donc plus longue. Il se
caractérise surtout par des mutations du gene P53 (65% des cas) [Figarella-Branger, Colin,
Tchoghandjian ef al., 2010].

Le NIH a établi plus récemment une classification moléculaire répertoriant les
glioblastomes primaires en 4 sous-groupes :
» le sous-type 1 ou classique : le profil est typique de cellules hautement prolifératives. Il se
caractérise par une amplification du gene EGFR, une perte des genes suppresseurs de
tumeur PTEN et CDKN2A. 1l répond aux radiothérapies et aux chimiothérapies classiques.
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» le sous-type 2 ou mésenchymateux : les génes suppresseurs de tumeur Neurofibromine 1
(NF1) (37%), P53 (32%) et PTEN (32%) sont fréquemment inactivés dans ce groupe. Il
répond aux radiothérapies et chimiothérapies agressives.

» le sous-type 3 ou proneural : il se caractérise par une surexpression de génes intervenant
dans le développement oligodendrocytique (Platelet-Derived Growth Factor Receptor
(PDGFR-a), Oligodendrocyte lineage transcription factor 2 (OLIG2)), et proneural (SOX,
DCX) ; mais également par des mutations du geéne Isocitrate Déshydrogénase 1 (IDHI).
Les patients atteints sont plus jeunes. Le taux de réponse aux thérapies classiques est plus
faible mais la survie est 1égérement supérieure aux trois autres sous-groupes.

» le sous-type 4 ou neural : ce groupe est moins bien défini. Excepté la surexpression du
gene EGFR, il possede la signature d’expression génique de cellules constituant un

cerveau normal, se traduisant notamment par ’expression des marqueurs neuronaux
NEFL, GABRAI, SYTI, SLCI1245. Le degré d’infiltration des tumeurs de ce groupe est
faible [ Van Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010].

1.2. Epidémiologie

Les glioblastomes représentent la tumeur cérébrale la plus fréquente et la plus
agressive (20%) (Figure 1) [Ostrom, Gittleman, Liao ef al., 2014]. 1l s’agit néanmoins de
tumeurs rares, concernant 2 a 3 cas pour 100 000 habitants par an en France.

. Glioblastomes
Autres gliomes 54,7%
9,3%
Oligodendrocytomes
5,9%
Ependymomes
6,7%

Autres astrocytomes
23,4%

Figure 1 : Répartition des différents types de gliomes en pourcentage.
Les glioblastomes représentent plus de la moitié des cas de gliomes. Figure adaptée du Central Brain Tumor
Registry of the United States, (2007-2011) [Ostrom, Gittleman, Liao et al., 2014].

Les glioblastomes peuvent se développer a n’importe quelle période de la vie mais leur
fréquence augmente avec 1’age. On observe ainsi un pic entre 55 et 74 ans (4ge médian :
64 ans) [Ostrom, Gittleman, Liao ef al., 2014]. Cependant il existe une disparité en fonction
des sexes. En effet, ces tumeurs sont deux fois plus fréquentes chez les hommes,
indépendamment de 1’dge. Une équipe de chercheurs de 1’Université de Washington, a
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récemment publi¢ une étude qui expliquerait cette différence par une moindre activité de la
protéine du rétinoblastome (RB), dans le cerveau des hommes. Leurs observations ont été
réalisées sur des glioblastomes mésenchymateux [Sun, Warrington, Luo et al., 2014].

1.3. Clinique

Les glioblastomes se caractérisent par de petites zones de tissu nécrosé et hypoxiques
(contrairement aux astrocytomes de grade III) entourées de cellules hautement anaplasiques.
Ils peuvent se former dans la matiere grise ou blanche (permettant de les différencier des
oligodendrogliomes) et infiltrent rapidement le cerveau pouvant atteindre, dans certains cas, la
paroi meningée ou ventriculaire provoquant une hyperprotéinorachie. Malgré leur rapide
dissémination dans le cerveau résultant d’une importante angiogenese, les glioblastomes sont
rarement responsables de métastases extra-cérébrales.

Les symptomes dépendent de I’emplacement de la tumeur. Les plus fréquents sont une
altération de la personnalité, une perte progressive de la mémoire ou des troubles
neurologiques lorsque les lobes frontal et temporal sont touchés. Des signes communs a
I’ensemble des gliomes peuvent également se manifester comme la présence de céphalées
s’accompagnant parfois de nausées et/ou vomissements, de crises d’épilepsie, pouvant
évoluer vers une hémiparésie. Dans certains cas, la tumeur peut s’avérer asymptomatique.

1.4. Principales altérations génétiques et épigénétiques

Les principales altérations retrouvées dans les glioblastomes sont des pertes
chromosomiques, des surexpressions de facteurs de croissance, des gains de fonction de
récepteurs a activité tyrosine kinase ou encore des pertes de fonction de génes suppresseurs de
tumeurs [Figarella-Branger, Colin, Tchoghandjian et al., 2010].

1.4.1. D¢létion 1p, codélétion chromosomique 1p/19q

La délétion du bras court du chromosome 1, 1p36 ; s’observe dans différents types de
tumeurs cérébrales, notamment les astrocytomes et les glioblastomes. Dans cette région se
trouve le géne suppresseur Mig-6 dont la perte fréquente, dans les glioblastomes, entrainerait
une activation aberrante de la voie de signalisation EGFR. En effet, ce géne serait responsable
de la dégradation du couple EGF/EGFR par les endosomes. Les patients porteurs de cette
délétion ont une durée de vie plus courte que ceux porteurs de la codélétion 1p/19q.

Les délétions totales et combinées des bras Ip et 19q sont retrouvées dans les
oligodendrogliomes présentant une meilleure réponse a la chimiothérapie, et dont les patients
porteurs possédent wune survie sans rechute augmentée. Cependant ce type
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d’oligodendrogliomes évolue secondairement en glioblastomes. Cette mutation provient d’une
translocation t(1;19) (q10;p10) déséquilibrée de 19q sur 1p provoquant une perte de matériel
génétique [Larsen, 2010]. Les génes CIC (homologue du géne capicua de la drosophile) et
FUBPI (Far Upstream Element [FUSE] Binding Protein 1) situés sur les chromosomes 19q
et 1p respectivement, ont été associés a cette codélétion. CIC est impliqué dans la régulation
de la voie RAS/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), et FUBPI dans la régulation de
I’expression du proto-oncogene c-Myc [Sahm, Koelsche, Meyer et al., 2012; Chan, Pang,
Chung et al., 2014]. La codé¢létion 1p/19q et la mutation du géne P53, ou la mutation EGFR,
s’excluraient mutuellement [Huse and Holland, 2010].

1.4.2. Mutations des génes IDHI et IDH?2

L’enzyme IDH1 est retrouvée dans le cytosol et les peroxysomes. Elle est codée par le
géne [DHI localis¢ sur le chromosome 2. Un second isoforme, présent dans les
mitochondries, est codé par le géne IDH?2, situé sur le bras long du chromosome 15. Ces deux
isoformes interviennent dans le cycle de Krebs en catalysant la décarboxylation oxydative de
I’isocitrate en a-cétoglutarate, permettant la réduction du NADP" en NADPH. Ce cofacteur,
essentiel a la glutathion réductase, lui permet de régénérer le glutathion réduit (GSH),
molécule protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs provoqués notamment par les
traitements de radio- et/ou chimiothérapies. Le glutathion réduit entraine également une
résistance a ’apoptose (Figure 2).

La mutation du géne IDH1 se caractérise par la substitution de ’arginine 132 par une
histidine, appelée R132H. Elle est localisée dans le site actif de I’enzyme, la rendant inactive.
La mutation du géne /DH?2 moins fréquente, se situe sur I’arginine 172 [Labussiere, Sanson,
Idbaih et al., 2010].
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Figure 2 : Implication des isoformes IDH1 et IDH2 dans les mécanismes de résistance a ’apoptose, aux
traitements de radio et/ou chimiothérapies ainsi qu’au stress oxydant.
D’aprés Labussiere, Sanson, Idbaih et al., (2010).
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Quatre-vingt-dix pour cent des glioblastomes de type 2 présentent une mutation du gene /IDH1
alors que cette mutation reste exceptionnelle dans le type 1. Une hypothése est que les
glioblastomes secondaires proviendraient de I’évolution anaplasique de gliomes astrocytaires,
oligodendrocytaires ou mixtes, pour lesquels les génes IDHI et IDH2 sont fréquemment
mutés [ Watanabe, Nobusawa, Kleihues et al., 2009; Figarella-Branger, Colin, Tchoghandjian
et al., 2010; Larsen, 2010].

Ces anomalies seraient capables d’augmenter la vulnérabilité de la cellule, notamment
au stress oxydant, ainsi qu’a la radio- et/ou chimiothérapies, par des mécanismes actuellement
inconnus. Elles présentent un intérét pronostique favorable [Zhu, Zuo, Xu et al., 2011].

Dans les glioblastomes primaires et secondaires, les mutations /DHI et EGFR sont
mutuellement exclusives [Huse and Holland, 2010].

1.4.3. Altération de la voie du rétinoblastome P16 INK4a/CDK4/RB

Le geéne suppresseur de tumeur RB intervient dans le controle du cycle cellulaire au
niveau de la transition de la phase G1 vers la phase S. Des anomalies dans cette voie sont
observées dans 78% des glioblastomes et impliquent la protéine P16 INK4a, le complexe
CDK4-6/cycline D ou la protéine RB [Cancer Genome Atlas Research Network, 2008].

Le géne suppresseur de tumeurs CDKN2A localisée sur le chromosome 9 code la
protéine P16 INK4a. Cette protéine est capable d’inhiber le complexe CDK4-6/cycline D, le
rendant incapable de phosphoryer la protéine RB. Le facteur de transcription E2F reste alors
associé a cette protéine empéchant la transcription d’autres génes impliqués dans la transition
G1/S. Le cycle cellulaire est ainsi bloqué en phase G1 (Figure 3) [Chiocca, 2002].

Dans les glioblastomes, les altérations observées sont une délétion homozygote ou des
mutations de CDKN2A /P16 INK4a dans 52% des cas, de fréquentes méthylations du
promoteur de CDKN2A/P16 INK4a, ou une surexpression de CDK4 dans 18% des cas. Des
délétions homozygotes ou mutations de RB se produisent dans 11% des cas, et une
inactivation de cette protéine a la suite de la méthylation de son promoteur est présente dans
11% des glioblastomes primaires et 43% des glioblastomes secondaires [Figarella-Branger,
Colin, Tchoghandjian et al., 2010].
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Figure 3 : Les différents acteurs intervenant dans la régulation de la protéine de la voie du rétinoblastome.
La protéine P16 INK4a inhibe le complexe CDK4/6-Cycline D. Ce complexe est normalement responsable de la
phosphorylation de la protéine RB entrainant la libération du facteur E2F. Ce dernier permet la transcription de
genes cibles contrélant ’entrée en phase S, notamment le géne de la ribonucléotide réductase (RR), de la
dihydrofolate réductase (DHFR), de la thymidilate synthase (7S), de CDC2, des cycline-A et -E. En bloquant la
transition G1/S du cycle cellulaire, la protéine P16 INK4a exerce un role de suppresseur de tumeur. Figure
adaptée de Chiocca, (2002). (ANTP : désoxyribonucléotides tri-phosphates).
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1.4.4. Voie P53/ MDM2/P14 ARF

Le géne P53 localisé sur le chromosome 17, est activé a la suite d’un stress, de
carences métaboliques ou de dommages a I’ADN. Il code une protéine suppresseur de tumeur
essentielle au controle du cycle cellulaire. En effet, elle induit la transcription du géne P2/
inhibant ainsi la transition G1/S. Ce blocage a la phase G1 doit permettre a la cellule de
réparer de possibles dommages. Cependant lorsque ces dommages sont trop importants et que
les mécanismes de réparation de I’ADN sont dépassés (notamment dans le cas des cellules
cancéreuses), P53 provoque 1’apoptose des cellules concernées.

D’autre part, la protéine P53 induit la transcription du géne Mouse Double minute 2
(MDM?2) qui exerce un rétrocontrole négatif sur la voie P53. En effet, quand la protéine P53
dépasse un certain niveau cellulaire, MDM?2 provoque son ubiquitination, responsable de sa
dégradation par le protéasome. Cette dégradation peut étre inhibée a la suite de 1’activation,
par des oncogeénes, de la protéine P14 ARF, un produit du locus CDKN2A4.

Des altérations de la voie P53 sont observées dans 87% des glioblastomes, a la suite de
différents mécanismes. Les anomalies principales sont des délétions homozygotes ou
mutations du géne P53 (35%) ou CDKN2A (49%). Les mutations de P53 sont présentes dans
65% des glioblastomes secondaires (codons 248 et 273) alors qu’elles ne sont que rarement
observées dans les glioblastomes primaires (28%). Une fréquente méthylation du promoteur
du géne CDKN2A4 empéche I’expression de la protéine P14 ARF. Enfin dans 14% des cas, une
amplification de MDM?2 est présente (Figure 4) [Figarella-Branger, Colin, Tchoghandjian et
al.,2010].

La mutation de P53 et ’amplification d’EGFR sont mutuellement exclusives [Watanabe,
Tachibana, Sata et al., 1996].
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Figure 4 : Réles transcriptionnels et régulation du géne suppresseur de tumeur P53.

A la suite de dommages a I’ADN, en cas de stress ou de carences métaboliques, le géne suppresseur de tumeur
P53 est activé, entrainant la transcription de genes cibles impliqués dans le contréle du cycle cellulaire ou
I’apoptose (P21, Bax). D’autre part, P53 activée permet la transcription du géne MDM?2 qui exerce un
rétrocontréle négatif sur la voie P53, en provoquant la dégradation de cette protéine lorsque son niveau cellulaire
est trop important. Enfin, la protéine P14 ARF activée par des oncogenes, exerce un deuxieéme niveau de
régulation en inhibant MDM?2 et donc la dégradation de P53 par le protéasome.
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1.4.5. Voie PTEN/RAS/PI3K/AKT

La fixation du ligand Epidermal Growth Factor (EGF) sur son récepteur EGFR
permet de recruter la Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) au niveau de la membrane cellulaire.
Cette dernicre permet la phosphorylation de PIP2 en PIP3 servant alors de cofacteur a
Phophoinositide-Dependent Kinase 1 (PDK1). PDK1 phosphoryle ainsi la protéine kinase
AKT au niveau de sa thréonine en position 308. En paralléle, I’enzyme mammalian target of
rapamycin (mMTOR) phosphoryle la sérine 473 dans la partie C-terminale d’AKT. La
phosphorylation de ces 2 résidus est nécessaire a 1’activation de cette kinase, et lui permet
ainsi de réguler différentes cibles. La cascade de signalisation conduit a la prolifération et a la
survie cellulaires en inhibant I’apoptose, et en favorisant la transition G1/S dans le cycle
cellulaire [Alessi, Andjelkovic, Caudwell et al., 1996; Sarbassov, Guertin, Ali et al., 2005;
Jacinto, Facchinetti, Liu et al., 2006].

Le geéne suppresseur de tumeur PTEN situé sur le chromosome 10, code une protéine
capable, grace a son activité lipide phosphatase, d’inhiber la voie de signalisation PI3K/AKT.
Elle diminue ainsi la prolifération cellulaire et augmente 1’apoptose. D’autre part, PTEN grace
a son activité protéine phosphatase, peut bloquer la voie RAS/MAPK, également impliquée
dans la prolifération cellulaire (Figure 5) [Tamura, Gu, Tran et al, 1999; Ciardiello and
Tortora, 2008].

Cell proliferation
Cell survival

Invasion and metastasis
Tumor-induced necanglogenesis

Figure S : Implication du récepteur EGFR dans les voies de signalisation RAS/MAPK et PI3K/AKT.

Le récepteur EGFR est activé a la suite de la fixation d’un ligand spécifique (EGF notamment) sur son domaine
extracellulaire, provoquant sa dimérisation. Les tyrosines du domaine intracellulaire du récepteur sont ainsi
phosphorylés, permettant de recruter la kinase PI3K au niveau de la membrane cytoplasmique. Il en résulte la
phosphorylation d’AKT au niveau de sa thréonine 308, essentielle a 1’activation de la voie PI3K/AKT. La voie
RAS/MAPK est également activée. Ces deux voies jouent un role essentiel dans la régulation de la prolifération
et de la survie cellulaires, de la migration, de I’invasion avec la formation de métastases et de I’angiogenése.
PTEN est le principal inhibiteur de la voie PI3K/AKT. Il est également capable de bloquer la voie RAS/MAPK,
en inhibant la phosphorylation de la protéine Src homology 2-containing protein (Shc). Il en résulte une
diminution de la prolifération cellulaire. Figure adaptée de Ciardiello and Tortora, (2008). (bFGF: basic
fibroblast growth factor, HB-EGF': héparin-binding EGF, MAPK: mitogen-activated protein kinase, PI3K:
phosphatidyl inositol kinase, TGFo.: transforming growth factor a, VEGF: vascular endothelial growth factor).
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La voie PI3K/AKT est altérée dans 88% des glioblastomes par divers mécanismes.
Une mutation ou des délétions homozygotes de PTEN ou du géne PI3KRI (géne codant pour
la sous-unité régulatrice de la PI3K) sont observées dans 36% et 15% des glioblastomes
respectivement. De plus, une mutation activatrice du géne PI3KCA, codant pour la sous-unité
catalytique de PI3K, ou une amplification de la protéine AKT se produisent dans 2% des
glioblastomes [Figarella-Branger, Colin, Tchoghandjian et al., 2010].

1.4.6. Amplification du récepteur EGFR

Le proto-oncogene c-erbB1 code le récepteur EGFR, localisé sur le chromosome 7.
EGFR est le premier membre de la famille des récepteurs transmembranaires Human
Epithelial Receptor (HER), d’ou son autre nom HERI1. Cette famille comprend également
HER2, HER3 et HERA4.

HERI1 est constitué d’un domaine extracellulaire, d’un domaine transmembranaire et
d’un domaine intracellulaire. Il est activé a la suite de la fixation d’un de ses ligands (EGF,
TGFa (Transforming Growth Factor o)...) au niveau de son domaine extracellulaire,
provoquant sa dimérisation. Il peut former un homodimeére en se liant avec un autre EGFR, ou
un hétérodimere en se liant avec HER2, HER3 ou HER4. Cette dimérisation permet la
phosphorylation ATP-dépendante de résidus tyrosines du domaine intracellulaire du
récepteur, induisant son activité kinase. Deux voies de signalisation intracellulaire sont alors
activées : la voie PI3K/AKT et la voie RAS/MAPK. Ces voies sont impliquées dans la
prolifération et la survie cellulaires en inhibant I’apoptose, dans I’invasion, la migration
tumorale avec la formation de métastases ainsi que la néo-angiogenese (Figure 5) [Ciardiello
and Tortora, 2008].

L’amplification du géne EGFR est ’anomalie la plus fréquemment retrouvée dans les
glioblastomes primaires (40%) alors qu’elle est présente dans seulement 8% des
glioblastomes secondaires [Van Meir, Hadjipanayis, Norden et al, 2010]. Dans les
glioblastomes, I’amplification d’EGFR est souvent liée a des délétions sur le chromosome 10
sur lequel se trouve le géne PTEN notamment. La surexpression d’EGFR est un facteur de
mauvais pronostic et s’observe dans les tumeurs résistantes au témozolomide (Temodal®), le
médicament de référence utilisé dans le traitement des gliolastomes [Addeo, Zappavigna,
Parlato et al., 2014; Danhier, Messaoudi, Lemaire ef al., 2015].

1.4.7. Inactivation du gene O6-méthylguanine ADN méthyltransférase

Le géne O6-méthylguanine ADN méthyltransférase (MGMT) localis€¢ sur le
chromosome 10, code une protéine intervenant dans la réparation des dommages a I’ADN, en
supprimant les groupements alkyls ajoutés en position O6 des guanines (Figure 6) [Pourquier
and Robert, 2011]. Ainsi elle protége les cellules normales des facteurs cancérogenes de
I’environnement, et les cellules cancéreuses des agents alkylants comme le témozolomide.
Dans environ 50% de ces tumeurs, une méthylation des ilots CpG du promoteur du gene
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MGMT est observée, inhibant son expression. Il en résulte une augmentation de la sensibilité
des cellules tumorales a 1’action du témozolomide. Elle est de ce fait, un marqueur prédictif
de la réponse de la tumeur aux agents alkylants. De plus, plusieurs études ont montré une
corrélation entre la méthylation du promoteur et une meilleure survie des patients traités par
radiothérapie et chimiothérapie. Elle posséderait ainsi un intérét pronostique favorable.
D’autre part, la méthylation de MGMT et la codélétion 1p/19q qui prolonge la durée de vie
des patients porteurs, sont fortement corrélées [Figarella-Branger, Colin, Tchoghandjian et al.,
2010; Larsen, 2010].
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Figure 6 : Mécanisme d'action de la méthylguanine méthyltransférase (MGMT).

Cette enzyme de réparation de 1’ADN, supprime les groupements alkyl (CH3) en position O° des guanines en les
transférant sur le groupement thiol de la cystéine de son site actif. Figure adaptée de Pourquier and Robert,
(2011).

1.5. Origine des glioblastomes

Actuellement, 1’origine des glioblastomes demeure inconnue. Néanmoins, deux
hypothéses sont proposées : les glioblastomes seraient formés a partir de cellules souches de
tumeurs cérébrales provenant soit de la transformation de cellules souches neurales ou
progéniteurs localisés dans le cerveau, soit de la dédifférenciation de cellules matures
(oligodendrocytes, astrocytes) ou progéniteurs [Van Meir, Hadjipanayis, Norden ef al., 2010].
Ces hypotheses seront développées dans la partie suivante traitant en détail des cellules
souches.
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1.6. Diagnostic et traitements

1.6.1. Diagnostic

Lorsqu’un médecin suspecte un glioblastome a la suite d’un scanner ou une IRM,
seule une biopsie permet de confirmer le diagnostic.

1.6.2. Traitements
On distingue le traitement antitumoral du traitement symptomatique.
1.6.2.1.  Traitement antitumoral

1.6.2.1.1. Glioblastomes nouvellement détectés

Actuellement, le traitement standard de premiére intention des glioblastomes, chez les
patients de moins de 70 ans en bon état général, repose principalement sur I’exérese
chirurgicale la plus compléte possible suivie du protocole de Stupp [Stupp, Mason, van den
Bent et al., 2005]. Ce protocole consiste en une radiothérapie conformationnelle en 3D
(60 Gy) combinée a une chimiothérapie quotidienne par le témozolomide. Quatre semaines
aprés la fin de la radiochimiothérapie, le témozolomide est administré en traitement
d’entretien, en monothérapie pendant 6 mois.

Les tumeurs jugées inopérables sont traitées avec un protocole associant radiothérapie
et chimiothérapie.

a) Chirurgie

La chirurgie totale ou maximale doit toujours étre réalisée en priorité sauf en cas de
contre-indication (anesthésie, age du patient, état général, tumeur inopérable due a sa
localisation, pathologie...). En effet, elle reste, actuellement, le traitement le plus efficace.
Cependant, a cause de la nature infiltrante et des bords diffus des glioblastomes, cette
technique utilisée seule, s’avere souvent insuffisante.

Ces 20 dernicres années, de nouvelles techniques ont été développées afin d’essayer
d’améliorer I’exérese, tout en préservant au maximum le tissu sain avoisinant. Actuellement,
la technique de référence est la neuronavigation ou chirurgie assistée par ordinateur
permettant de visualiser en 3D le cerveau. Cette technique consiste pendant 1’opération, a
fusionner les images de I’IRM pré-opératoire du patient avec son cerveau. Elle permet ainsi
une localisation précise de la tumeur et guide 1’exérése. Une autre technique utilisée est
I’échographie per-opératoire isolée ou couplée a la neuronavigation. Enfin, I'IRM per-
opératoire est également proposée mais sa lourdeur et son colit limitent son utilisation. Ces
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outils apportent une aide précieuse aux neurochirurgiens. Néanmoins, aucune €tude n’a
démontr¢ clairement une amélioration significative de 1’exérése suite a leur utilisation.

Dans ce contexte, une nouvelle technique se développe : la chirurgie guidée par
fluorescence utilisant l'acide 5-aminolévulinique (5-ALA). Elle présente de nombreux
bénéfices dans I’exérese du glioblastome. Le 5-ALA, présent naturellement dans nos cellules,
est un précurseur biochimique naturel de 1’héme, un constituant de 1’hémoglobine des
globules rouges. Cette voie métabolique est perturbée dans les cellules cancéreuses, entrainant
une surcharge en Protoporphyrine (PpIX), un composé intermédiaire fluorescent et
photosensible. Dans le cas du glioblastome, 1’administration par voie orale au patient de
5-ALA, 3 heures avant 1’opération, est responsable d’une accumulation de PpIX dans les
cellules cancéreuses. En excitant la PpIX avec une lumicre bleue émise par un microscope
neurochirurgical, elle émet une forte fluorescence rouge guidant I’exérése. La qualité de la
chirurgie repose sur la disparition de la fluorescence. Cette technique permet d’augmenter le
pourcentage d’exérese tumorale totale ainsi que d’améliorer la survie sans récidive et la survie
globale des patients. En Europe, le 5-ALA a recu une autorisation de mise sur le marché
(AMM) le 7 septembre 2007 sous la dénomination de Gliolan®. Selon la Haute Autorité de
Santé (HAS), « Gliolan®” est indiqué chez le patient adulte dans la visualisation des tissus
malins au cours du traitement chirurgical du gliome malin (grade III et IV de ’OMS) ».
Toutefois, elle précise qu’il s’agit d’un progres thérapeutique mineur. En effet, d’aprés I’avis
de la Commission de transparence du 19 mai 2010 (CT-7583), «les résultats des études
cliniques ne montrent pas d’impact de GLIOLAN sur la survie globale des patients atteints de
gliomes malins. Par ailleurs, il n’y a pas de données sur I’'impact de GLIOLAN sur la qualité
de vie » [Stummer, Pichlmeier, Meinel et al., 2006].

Enfin, la chirurgie guidée par microscopie confocale se développe, notamment dans le
cas des glioblastomes. Cette technique consiste a injecter une molécule fluorescente ensuite
excitée par un faisceau laser d’un endoscope dirigé sur le tissu cancéreux. Elle permet
d’observer en temps réel sur écran, des coupes histologiques in vivo renseignant sur
I’architecture tissulaire [Guyotat, 2013].

Dans les 48 heures suivant 1’exérese, une IRM avec et sans injection doit étre réalisée
afin d’estimer le volume résiduel tumoral.

b) Radiothérapie

La radiothérapie est I'utilisation d’un faisceau de rayonnements ionisants d’origine
externe (rayons X de faible énergie ou photons y de haute énergie, dans un but diagnostique
ou thérapeutique) entrainant la formation de radicaux libres responsables de Iésions au niveau
des glucides, lipides, protéines et surtout de I’ADN (modifications de bases, cassures simple
ou double brin). Lorsque ces dommages a I’ADN sont conséquents, ou lorsque les
mécanismes de réparation de la cellule sont dépassés ou altérés (cellules tumorales), la cellule
provoque son auto-destruction par apoptose. En fonction de la dose, de la radiosensibilité de
chaque type de cellules, les lésions sur ’ADN sont plus ou moins réversibles. En
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radiothérapie, la dose de rayons s’exprime en grays (Gy): 1 Gy est une unité de dose
absorbée qui correspond a un transfert d’énergie de 1 joule a 1 kg de maticre.

Un des inconvénients de cette technique est qu’elle affecte également les tissus sains.
Toutefois, son efficacité provient de la plus grande capacité de réparation des lésions des
tissus sains [Institut de Radioprotection et de Stireté Nucléaire (IRSN), 2014].

Les tumeurs cérébrales sont traitées par des rayons y qui pénétrent en profondeur.
Concernant les glioblastomes, la radiothérapie est pratiquée 4 a 6 semaines suivant I’exérése
chez les patients possédant un bon état général. Son but est de prévenir toute rechute
survenant en moyenne apreés 9 mois. Avant la radiothérapie, une IRM est effectuée afin de
déceler d’éventuelles récidives post-opératoires précoces.

Le traitement standard associe la radiothérapie focalisée de 60 Gy en 30 fractions de
2 Gy par jour, 5 jours par semaines, pendant 6 semaines, et la chimiothérapie utilisant le
témozolomide (75 mg/m*/jour). En effet, cette association a démontré une amélioration de la
survie a 2 et a 5 ans, dans une étude réalisée par I’ European Organization for Research and
Treatment of Cancer (EORTC) et le National Cancer Institute of Canada (NCIC) en 2005
[Stupp, Mason, van den Bent et al., 2005; Stupp, Hegi, Mason et al., 2009].

En pratique, une séance dure 15 minutes. Pendant I’irradiation la téte du patient est
maintenue par un masque thermoformé composé de 3 attaches [Glioblastome Association
Michele Esnault (GFME), 2013]. Différents volumes cibles a irradier sont pris en compte par
I’opérateur selon les normes de 1’International Comission on Radiation Units and
Measurements (IRCU). Il faut également respecter la notion de volume maximal irradiable
par organe limitant la dose appliquée sur un tiers du systeme nerveux central a 60 Gy, sur
deux tiers a 50 Gy et sur la totalité du cerveau a 45 Gy. Enfin une méme région ne peut étre
irradiée qu’une seule fois.

Des effets indésirables fonction de la dose peuvent apparaitre chez certains patients. A
court terme, on peut observer une asthénie pouvant s’accompagner d’une dépression, des
céphalées, nausées ou vomissement, une alopécie dose-dépendante survenant autour de la 3eme
semaine et localisée a I’endroit des rayons. Une irritation du cuir chevelu, un cedéme pouvant
étre traité par corticothérapie et dans certains cas une aggravation temporaire des symptomes
de la tumeur peuvent se manifester. A long terme, une nécrose, une cécité, une surdité ou un
hypopituitarisme sont des complications possibles. Des déficits neuro-cognitifs apparaissant
apres 4 a 6 mois de traitement, sont fréquemment observés et se manifestent par des troubles
de la concentration et de la mémoire, un ralentissement dans 1’exécution des mouvements.
Des avancées en radiothérapie permettent de limiter ces effets indésirables en diminuant au
maximum les doses (notamment au niveau des tissus sains avoisinants) et les volumes traités.

Malgré les progres réalisés, un obstacle majeur demeure la radiorésistance des
glioblastomes. Afin de pallier ce phénomene, les chercheurs développent des molécules
d’intérét thérapeutique, capables de sensibiliser les cellules tumorales aux effets cytotoxiques
de la radiothérapie, notamment le témozolomide, des inhibiteurs de la PI3K ainsi que de
I’EGFR [Van Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010].
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c) Chimiothérapie

La chimiothérapie est I’utilisation de médicaments provoquant la destruction de
cellules tumorales, mais ¢galement de cellules a renouvellement rapide. Elle est
principalement administrée par voie orale ou intraveineuse et sa durée est variable.
Généralement une association d’anticancéreux est préférée. Dans le cas des tumeurs
cérébrales, ces substances doivent traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE).

Actuellement, le traitement de 1°° intention des glioblastomes nouvellement
diagnostiqués est basé sur le protocole de Stupp (2005), détaillé précédemment [Stupp,
Mason, van den Bent et al., 2005; Van den Bent, Hegi and Stupp, 2006]. Ce schéma a été
validé pour les glioblastomes par la Food and Drug Administration (FDA) et 1’Agence
Européenne des Médicaments en 2005.

Le témozolomide est un agent alkylant de I’ADN, plus précisément un dérivé triazene
qui est spontanément hydrolysé a pH physiologique en monométhyl triazéno-imidazole
carboxamide actif (MTIC). La cytotoxicit¢ du MTIC proviendrait principalement d’une
méthylation de I’ADN en position O6 et N7 de la guanine, et en position N3 de 1’adénine
provoquant un mésappariement de bases (méthyl-guanine avec thymidine), suivi d’un arrét de
la transcription. Si le systéme de réparation de la cellule est altéré ou dépassé, une réparation
aberrante de I’ADN méthylé provoquera ainsi sa mort par apoptose (Figure 7) [Friedman,
Kerby and Calvert, 2000].
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Figure 7 : Mode d'action du témozolomide.

Le témozolomide est un dérivé triazéne qui subit une conversion chimique rapide a pH physiologique en MTIC,
son métabolite actif. Le MTIC est ensuite catabolisé en 5-aminoimidazole-4-carboxamide (AIC) a la suite de la
libération du cation méthyldiazonium. Le composé AIC, produit final de dégradation du témozolomide est
ensuite excrété par les reins. D’aprés Friedman, Kerby and Calvert (2000).

Dans le cas de la chimiothérapie concomitante, le témozolomide est administré au
patient par voie orale quotidiennement, a la dose de 75 mg/m?. Il doit étre pris a jeun ou a
distance des repas (respecter un délai minimum de 2 heures), une heure avant la séance de
radiothérapie, pendant toute la durée de la radiothérapie (6 semaines en général).
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Divers effets indésirables ont été rapportés et sont communs aux différents types
d’anticancéreux. Le témozolomide entraine fréquemment des nausées (43%) et vomissements
(36%) de 3 types ; anticipés, aigus (immédiatement aprés I’administration) ou retardés (12 a
24 heures apres). Il est possible de les prévenir en administrant simultanément des
antiémétiques, comme les antagonistes des récepteurs 5-HT3 ou sétrons (ZOPHREN™), ainsi
que des corticoides.

Une toxicité hématologique retardée se manifeste par une anémie, une thrombopénie
et une neutropénie, rapidement réversibles (une a deux semaines). Le nadir, défini comme le
taux de leucocytes le plus bas, est compris entre 21 et 28 jours. Une lymphopénie en cas de
radiothérapie concomitante, survient fréquemment mais ne justifie pas ’arrét du traitement.
Une aplasie grave et prolongée peut se manifester dans de rares cas, nécessitant une
surveillance hebdomadaire de la fonction hématologique pendant la radiochimiothérapie.
Cette surveillance doit permettre une adaptation de la dose si nécessaire. Un bilan préalable
puis apres 21 jours des fonctions hématologique, hépatique et rénale est également réalisé.

La survenue d’une pneumopathie a Pneumocystis jirovecii, favorisée par
I’administration de corticoides et la présence d’une lymphopénie, nécessite une
antibioprophylaxie orale avec le cotrimoxazole (BACTRIM® : 1 cp/jour 7j/7 ou BACTRIM
FORTE® : 3 cp/semaine), ou un aérosol de pentamidine (PENTACARINAT 300® ; 1 aérosol
par mois) [Stupp, Hegi, Mason et al., 2009].

Une asthénie, des céphalées, anorexie ou rashs cutanés, fiévre et somnolence
apparaissent fréquemment (5 a 20%). Selon I'importance du rash, un arrét définitif ou
transitoire du traitement peut étre nécessaire.

Une alopécie, des douleurs abdominales, pertes de poids, prurit, dyspnée, paresthésies
et malaises peuvent également se manifester avec une fréquence de 2 a 5%. L’alopécie peut
étre totale, partielle, et est toujours réversible. Elle s’observe en général 10 jours apres le
début du traitement et atteint son apogée 1 ou 2 mois plus tard. Son impact psychologique doit
étre pris en compte car il risque d’influencer 1’observance du traitement.

Enfin, cet agent alkylant peut affecter la fertilité, provoquant une aménorrhée chez la
femme et une augmentation du risque de ménopause. Chez I’homme une stérilit¢ par
azoospermie est possible. Ainsi, avant le traitement, il est conseillé aux patients d’effectuer un
don d’ovules ou de sperme. De plus, la génotoxicité et tératogénicité de cette molécule
nécessite 1’utilisation de préservatifs chez I’homme traité, et une contraception efficace chez
la femme.

Quatre semaines apres D’arrét de la radiochimiothérapie, le témozolomide est
administré en monothérapie, en traitement d’entretien pendant 6 mois. La posologie est de
150 mg/m?/j en une prise a jeun (ou a distance des repas), les 5 premiers jours du premier
mois. Cette dose est ensuite augmentée a 200 mg/m” les 5 premiers jours des mois 2 4 6, en
fonction de la tolérance hématologique du patient [Stupp, Mason, van den Bent et al., 2005;
Stupp, Hegi, Mason et al., 2009].

Avant le traitement, il est nécessaire de déterminer le statut MGMT du patient qui est
un marqueur prédictif de la réponse de la tumeur aux agents alkylants, comme détaillé

25



précédemment. Il permet ainsi de choisir entre une radiothérapie seule ou combinée au
témozolomide [Figarella-Branger, Colin, Tchoghandjian et al., 2010; Van Meir, Hadjipanayis,
Norden et al., 2010].

Une variante de la chimiothérapie consiste a utiliser des implants imprégnés de 7,7 mg
de carmustine (nitroso-urée) ou Gliadel®, uniquement aprés confirmation du diagnostic de
glioblastome. 1 a 8 implants sont déposés par le neurochirurgien a 1’emplacement de la
tumeur, aprés chirurgie compléte ou quasi-compléte. Une AMM existe pour le traitement de
premicre ligne et en cas de récidive. Ces implants peuvent étre associés au protocole standard
de Stupp. Des effets indésirables comme des cedémes, une cicatrisation retardée, des abces,
des convulsions, une méningite, une détérioration neurologique ainsi qu’une fuite de LCR, ont
été rapportés [Oncolie, 2011].

d) Thérapie ciblée

Ces derniéres années, grace aux progres réalisés notamment dans la caractérisation
moléculaire des glioblastomes (NIH), les médecins et chercheurs se tournent d’avantage vers
le développement d’une médecine personnalisée.

Une premicre approche s’intéresse aux inhibiteurs de récepteurs de facteurs de
croissance. Cette classe comprend notamment les inhibiteurs de I’EGFR, des composés
agissant en bloquant de maniére sélective la tyrosine kinase du récepteur EGFR, fréquemment
amplifié¢ dans les glioblastomes. Le gefitinib (Iressa”™) et I’erlotinib (Tarceva®)), administrés
par voie orale, présentent I’avantage de traverser la BHE grace a leur petite taille et sont bien
tolérés. Cependant, les essais cliniques réalisés chez des patients atteints de gliomes malins,
n’ont pas permis d’observer une augmentation de la survie sans progression, ni de la survie
globale [Rich, Reardon, Peery et al., 2004; Raizer, Abrey, Lassman et al., 2010; Hottinger,
Stupp and Homicsko, 2014]. Les anticorps monoclonaux anti-EGFR appartiennent également
a cette famille. Ils inhibent par compétition irréversible, la fixation des ligands sur leur
récepteur. Un des composés, le cetuximab utilisé seul ou combiné a d’autres anticancéreux,
est bien toléré mais n’a pas montré de réelle efficacit¢ chez des patients atteints de
glioblastomes [Neyns, Sadones, Joosens et al., 2009; Hasselbalch, Lassen, Hansen et al.,
2010; Van Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010]. D’autre part, cette classe comprend les
inhibiteurs du Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR), récepteur fréquemment
surexprimé dans le sous-type 3 (proneural) des glioblastomes. Un de ces inhibiteurs,
I’imatinib mesylate, a présenté initialement une activité antitumorale dans des modeles de
gliomes orthotopiques. Cependant, ce composé, utilisé seul ou combiné a I’hydroxyurée, s’est
montré inactif dans plusieurs essais cliniques, et aucune amélioration de la survie n’a été
observée [Wen, Yung, Lamborn et al., 2006; Razis, Selviaridis, Labropoulos et al., 2009;
Reardon, Desjardins, Vredenburgh et al., 2012; Hottinger, Stupp and Homicsko, 2014].

Une approche prometteuse est le développement de molécules inhibant 1’angiogenese,
et donc la croissance des tumeurs. Une des stratégies consiste a cibler différents facteurs
impliqués dans cette voie, notamment le Vascular Endothelium Growth Factor (VEGF), le
basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) et le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF). Le
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bevacizumab ou Avastin®, un anticorps monoclonal humanisé, est dirigé contre le VEGF,
facteur avec un réle majeur dans I’initiation de 1’angiogenése. Il bloque la croissance des
petits vaisseaux sanguins a l’intérieur de la tumeur, la privant ainsi de 1’oxygene et des
nutriments nécessaires a son développement. Cet anticorps est fréquemment utilisé en raison
d’un taux élevé de réponse (50%) chez des patients atteints de glioblastome récidivant apres
radiochimiothérapie, et en raison d’une bonne tolérance observés dans plusieurs études
[Vredenburgh, Desjardins, Herndon et al., 2007 (a); Vredenburgh, Desjardins, Herndon et al.,
2007 (b); Friedman, Prados, Wen et al., 2009].

Une autre stratégie consiste a cibler des voies de signalisation dérégulées dans les
glioblastomes, notamment la voie PI3K/AKT/mTOR impliquée dans la croissance, la
prolifération et la survie cellulaires (Figure 5). Plusieurs inhibiteurs sélectifs de mTOR ont
ainsi été¢ développés, notamment le sirolimus, le temsirolimus et 1’everolimus. L’association
sirolimus (Rapamune®)/erlotinib ainsi que la combinaison temsirolimus/bevacizumab, n’ont
pas démontré de réelle efficacité dans le traitement de glioblastomes récidivants [Reardon,
Desjardins, Vredenburgh et al., 2010; Lassen, Sorensen, Gaziel et al., 2013]. Récemment,
I’activité de I’everolimus combiné a la radiochimiothérapie classique a été évaluée chez des
patients atteints de glioblastomes nouvellement diagnostiqués. Les conclusions sont
similaires : cette association présente une faible toxicité mais son bénéfice en terme de survie
est insuffisant [Ma, Galanis, Anderson et al., 2015].

D’autre part, une piste s’intéresse aux histones déacétylases (HDAC), protéines
majeures impliquées dans la régulation épigénétique. Dans les glioblastomes, une
hyperméthylation et une hypoacétylation des histones provoquent la répression de geénes
suppresseurs de tumeurs (RB, MGMT) ainsi que de genes contrdlant le cycle cellulaire (P75
INK4). Le vorinostat, un acide hydroxamique, est 1’inhibiteur des HDAC le plus avancé en
développement clinique dans les glioblastomes récidivants. Une étude de phase I a montré
que ce composé €était bien toléré mais possédait une activité antitumorale modérée [Galanis,
Jaeckle, Maurer et al., 2009; Pecuchet, Cluzeau, Thibault et al., 2010]. Actuellement, des
essais de phase Il évaluant son association avec d’autres agents de thérapie ciblée, le
témozolomide et la radiothérapie, sont en cours. Les études précliniques ont mis en évidence
des effets bénéfiques, mais les premiers essais cliniques sont moins encourageants. Des essais
a plus grande échelle sont nécessaires [Bezecny, 2014]. D’autres inhibiteurs des HDAC sont
développés, notamment ’acide valproique. Plusieurs études suggerent une prolongation de la
survie des patients recevant ce compos¢ (seul ou combiné a la radiochimiothérapie), alors
qu’un autre essai clinique n’a pas mis en évidence de réel bénéfice [Berendsen, Broekman,
Seute et al., 2012; Tsai, Wei, Tsai et al., 2012; Barker, Bishop, Chang et al., 2013; Yuan,
Xiang, Qing et al., 2014; Krauze, Myrehaug, Chang et al., 2015]. Enfin une récente étude de
phase II sur I’association du panobinostat (LBH589) avec le bevacizumab dans les
glioblastomes récidivants, n’a pas montré d’augmentation significative de la survie a 6 mois
par rapport au bevacizumab seul [Lee, Reardon, Schiff et al., 2015].

Les agents de thérapie ciblés, de plus en plus développés dans le traitement du
glioblastome, sont souvent responsables de mécanismes de résistance provoquant le déces
rapide des patients. Pour y remédier, les études actuelles se portent majoritairement sur
diverses combinaisons permettant de cibler simultanément plusieurs voies.
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D’autre part, la nanomédecine apparait comme une nouvelle voie de traitement des
glioblastomes, avec [’utilisation de nanoparticules a Dintérieur desquelles différents
anticancéreux sont encapsulés. Dans ce contexte, les nanoparticules formulées a base d’acide
poly(lactique-co-glycolique) ou PLGA, présentent des propriétés intéressantes. Elles sont
biodégradables, biocompatibles, protégent le médicament de la dégradation, et permettent sa
libération prolongée. Elles peuvent également étre utilisées avec différents types de
médicaments (hydrophiles ou hydrophobes). De plus, il est possible de modifier les propriétés
de surface des nanoparticules afin de cibler des organes ou cellules spécifiquement. La FDA
et I’Agence européenne des médicaments ont approuvé ces nanoparticules PLGA dans les
systémes de délivrance pour 1’administration parentérale, diminuant les délais nécessaires
pour leurs applications en clinique humaine [Danhier, Ansorena, Silva et al., 2012].

Ces nanoparticules ont ét¢ récemment modifiées par un glycopeptide (g7). Elles sont ainsi
capables de traverser efficacement la BHE afin de libérer le médicament encapsulé [Danhier,
Ansorena, Silva et al., 2012; Tosi, Bortot, Ruozi et al., 2013].

Derniérement, une équipe s’est intéressée a [’utilisation de nanoparticules PLGA sur
lesquelles sont greffés de la lactoferrine et de 1’acide folique. A I’intérieur de ces
nanoparticules est encapsulé 1’étoposide, un inhibiteur de topoisomérase Il candidat dans le
traitement des glioblastomes. Ces nanoparticules permettent une traversée plus efficace de la
BHE et une meilleure inhibition de la croissance de la lignée cellulaire humaine de
glioblastome U87 (Figure 8) [Kuo and Chen, 2015].
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Figure 8 : Structure schématique d’une nanoparticule PLGA sur laquelle sont greffées la lactoferrine et
I’acide folique, encapsulant I’étoposide.
D’aprés Kuo and Chen, (2015).

Les microARN constituent une nouvelle option thérapeutique dans la prise en charge
des glioblastomes. Ces petits ARN non codants sont impliqués dans le controle de
I’expression des geénes au niveau post-traductionnelle. Des dérégulations de 1’expression de
ces miARN ont été¢ mises en évidence dans plusieurs types de cancers. Dans ce contexte, une
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¢tude a montré que MIR-491, un géne codant pour 2 miARN, fréquemment sous-exprimé et
délété dans les glioblastomes, était un suppresseur de tumeur, controlant la prolifération et
I’invasion tumorale, notamment en ciblant EGFR [Li, Liu, Granberg et al., 2015].

Enfin, 'immunothérapie semble une approche prometteuse dans le traitement des
glioblastomes. Elle consiste a inhiber les voies de signalisation impliquées dans
I’échappement de la tumeur au systétme immunitaire. Dans ce contexte, [’anticorps
monoclonal humain Nivolumab, stimule les lymphocytes T en bloquant la liaison entre le
récepteur Programmed cell death-1 (PD-1) et les ligands PD-L1 et PD-L2 (Programmed
death-ligand 1, 2). L’anticorps monoclonal humain Ipilimumab, est capable d’activer les
lymphocytes T en bloquant spécifiquement le signal inhibiteur de CTLA-4, I’antigéne-4 des
lymphocytes T cytotoxiques (point de contrdle immunitaire) (vidal). Ces 2 composés sont en
cours d’évaluation dans de nombreuses études cliniques. Un autre composé, le Rindopepimut
(CDX-110) est actuellement le plus avancé en terme de développement clinique. Il cible le
variant III du récepteur EGFR (EGFRvIII), muté dans environ 30 % des glioblastomes
primaires et associé a un mauvais pronostic. Des études de phase II ont montré que ce vaccin
¢tait bien toléré et entrainait une augmentation de la survie sans progression et de la survie
globale. Une étude de phase III est actuellement en cours (NCT01480479) [Sampson,
Heimberger, Archer et al., 2010; Hottinger, Stupp and Homicsko, 2014; Reardon, Freeman,
Wu et al., 2014; Schuster, Lai, Recht ef al., 2015].

e) Dispositif NovoTTF™-100A

Le dispositif NovoTTF™-100A développé par la société Novocure, est un nouveau
traitement qui semble trés prometteur. Il consiste a délivrer un courant électrique dans le
cerveau de patients atteints de glioblastomes nouvellement diagnostiqués. Pratiquement, ce
dispositif comprend 24 ¢électrodes a appliquer sur le crane rasé des malades. Ces électrodes
portées en permanence, sont reliées a un générateur portatif de 3 kg, qui diffuse des courants
électriques alternatifs de faible intensité, dénommés Tumor Treating Fields ou TTFields. Ces
courants vont interférer avec les divisions cellulaires, freinant ainsi la croissance tumorale.
Une étude clinique de phase III EF-14, initiée en 2010 sur 700 patients atteints de
glioblastomes nouvellement diagnostiqués, a été évaluée a mi-parcours, sur demande de la
FDA. Les résultats obtenus fin 2014, chez les 315 premiers patients sont trés encourageants.
En effet, la combinaison de ce dispositif avec le témozolomide augmenterait le taux de survie
globale a 2 ans de 29% a 43% par rapport a I’utilisation du témozolomide seul. Toutefois, ce
traitement se limite aux patients ne possédant aucun trouble moteur ni cognitif [American
Society of Clinical Oncology (ASCO), 2015].

Malgré le développement de nouvelles thérapies, les glioblastomes présentent un
mauvais pronostic. Une des raisons est la présence de cellules souches cancéreuses résistantes
a ces thérapies, et responsables d’une rechute des patients. Ainsi, les chercheurs se tournent de
plus en plus vers des traitements ciblant ces cellules particulieéres. Ce point sera développé
dans la seconde partie.
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1.6.2.1.2. Recidives

Une réunion de concertation pluridisciplinaire doit permettre de décider de la stratégie
thérapeutique a adopter en cas de récidive. Une nouvelle chirurgie est envisageable en
fonction de D’emplacement de la tumeur. Une autre option concerne les implants de
carmustine, qui possedent une AMM en seconde ligne de traitement des glioblastomes, bien
qu’aucune preuve de leur bénéfice n’ait été démontrée actuellement. Il est également possible
de reprendre une radiothérapie en adaptant les doses.

La chimiothérapie peut €tre proposée au patient, mais aucun standard n’existe pour les
traitements de 2°™ ou 3°™ ligne. Il est conseillé dés que possible d’inclure les patients dans
des essais cliniques. Les molécules administrées sont diverses.

Le bevacizumab ou Avastin® est fréquemment utilisé en raison d’un taux élevé de

réponse (50%) chez des patients atteints de glioblastome récidivant apres radiochimiothérapie,
et en raison d’une bonne tolérance observés dans plusieurs études, comme détaillé
précédemment. La posologie est de 10 mg/kg en IV pendant 90 minutes, tous les 15 jours
[Vredenburgh, Desjardins, Herndon et al., 2007 (a); Vredenburgh, Desjardins, Herndon et al.,
2007 (b); Friedman, Prados, Wen et al., 2009; Van Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010].
Le bévacizumab est autorisé par la FDA mais pas par I’Agence Européenne des Médicaments,
estimant qu’il n’existe pas suffisamment de données témoignant de son efficacité.
Ce composé, malgré une bonne tolérance, n’est pas dénué¢ d’effets secondaires. Il peut
entrainer un retard de cicatrisation des plaies et doit étre arrété en cas de chirurgie. Ses effets
indésirables les plus fréquents sont une hypertension artérielle dose-dépendante, une asthénie,
une anorexie, une stomatite, une fieévre et une constipation. Des effets indésirables plus graves
ont également été observés : réactions allergiques, accidents thromboemboliques, hémorragies
(rectale, epistaxis). Le risque d’hémorragie intratumorale est le plus redouté méme s’il reste
faible (3%).

L’association bévacizumab et irinotecan (Campto®, inhibiteur de topoisomérase I) est
également utilisée dans le traitement des rechutes. Le schéma est le suivant : un cycle tous les
15 jours de bevacizumab a 10 mg/kg et d’irinotécan a 125 mg/m® (si pas de prise
d’antiépileptiques inducteurs enzymatiques) ou a 340 mg/m’ (si prise d’antiépileptiques
inducteurs enzymatiques comme la carbamazépine), tous deux en perfusion IV de 90 minutes.
D’apres les conclusions de plusieurs études, cette combinaison s’avere efficace et bien tolérée
[Vredenburgh, Desjardins, Herndon ef al., 2007 (a); Vredenburgh, Desjardins, Herndon et al.,
2007 (b); Friedman, Prados, Wen et al., 2009].

D’autre part, une reprise du témozolomide est envisageable selon différentes
modalités : en utilisant la dose standard, augmentée, en traitement semi-continu
(75 mg/m*/jour, 21 jours sur 28) ou continu (50 mg/m*/jour).

L’utilisation des nitroso-urées comme la bélustine, la carmustine IV ou la
fotémustine IV (AMM dans les tumeurs cérébrales) dans plusieurs études cliniques, n’a pas
montré d’efficacité réelle et est a utiliser avec précaution en raison de 1I’importante toxicité
hématologique de cette famille d’anticancéreux.
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Le schéma PCV (procarbazine, CCNU ou belustine, et vincristine) fréquent en neuro-
oncologie, est de moins en moins utilisé en cas de rechute, & cause de sa complexité et du
manque de preuve de son efficacité.

L’association carboplatine-étoposide n’a pas non plus démontré un réel bénéfice.

En cas d’échec ou lorsqu’aucune de ces techniques n’est envisageable, le patient
bénéficiera d’une prise en charge palliative [Oncolie, 2011].

1.6.2.1.3. Particularité des patients agés (> 70ans)

Une évaluation gériatrique est recommandée.
Chez les patients 4gés en bon état général, une exérése est possible suivie du protocole de
Stupp, nécessitant une adaptation des doses de radiothérapie (protocole RSP : 50 Gy en 28
fractions [Keime-Guibert, Chinot, Taillandier et al., 2007] ou protocole ROA : 40 Gy en 15
fractions [Roa, Brasher, Bauman et al., 2004].
Chez les patients en mauvais état général, une biopsie est réalisée afin de déterminer le grade
du glioblastome. Elle est suivie soit d’'une chimiothérapie avec le témozolomide seul, bien
toléré et améliorant la survie des patients, soit d’une radiothérapie (50 Gy en 28 fractions ou
40 Gy en 15 fractions), soit d’une prise en charge palliative.
En cas de récidives et en fonction de I’état général du patient, les médecins peuvent envisager
une reprise de la chirurgie suivie d’une chimiothérapie. L’autre alternative est la prise en
charge palliative [Oncolie, 2011].

Un récapitulatif des différentes méthodes de prise en charge des glioblastomes en
fonction de 1’4ge du patient atteint est présenté en Annexe 1.

1.6.2.2.  Traitement symptomatique

Le traitement symptomatique peut comprendre I’administration de corticoides comme
la dexaméthasone (Dectancyl® 0,5 mg) par voie orale afin de diminuer I’cedéme et la pression
intracranienne, et donc les céphalées ainsi que la somnolence. Des diurétiques sont parfois
prescrits afin de permettre 1’élimination de I’exces de liquide dans le cerveau. En cas de crises
d’épilepsie (25% des patients), des anticonvulsivants sont administrés comme le valproate de
sodium (Dépakine™) ou la carbamazépine (Tégrétol™). Il faut étre prudent avec I'utilisation de
la phénytoine qui, administrée parallelement a la radiothérapie, peut provoquer de graves
réactions cutanées, comme le syndrome de Stevens-Johnson et 1’érythéme multiforme. Les
céphalées et la douleur sont traitées grace a des antalgiques. Des anticoagulant permettent
d’éviter certaines complications comme la phlébite ou I’embolie pulmonaire [Institut National
Du Cancer (INCa), 2010]. Enfin des antidépresseurs sont parfois prescrits.

L’¢évaluation clinique (échelle OMS de classification de 1’état général, tests MMS
(Mini-Mental Status)), le statut neurologique et le suivi post thérapeutiques des patients sont
essentiels [Oncolie, 2011]. L’INCa recommande au minimum une consultation annuelle avec
le radiothérapeute.
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1.7. Pronostic

Malgré les progres réalisés dans les thérapies, les glioblastomes possédent toujours un
pronostic trés sombre. En effet, sans traitement, la médiane de survie n’excéde pas 3 mois.
Avec le traitement conventionnel (protocole de Stupp), elle est augmentée mais n’excéde pas
14 mois [Van Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010]. Enfin, la combinaison avec des
thérapies ciblées comme le bévacizumab, prolonge la médiane de survie de 6 mois seulement
(Tableau II) [Carrondo Cottin, 2008].

Tableau II : Taux de survie relatif a 1, 2, 5 et 10 ans en fonction de 1'Age des patients atteints de tumeurs
cérébrales primitives.
Tableau adapté de Carrondo Cottin, (2008).

; 0
0-19 ans 50,9 27,9 19 15,6
20-44 ans 60 29,8 13,3 8,7
45-54 ans 42,2 11,6 3,3 1,6
55-64 ans 31,3 6 1,3 0,5
65-74 ans 16,8 2,7 0,4 0,1

75 ans et plus 8,1 1,4 0,5 0,3

Il faut également tenir compte des facteurs de mauvais pronostic notamment un age avancé
(supérieur a 60 ans), une exérese incomplete (contours irréguliers des glioblastomes a cause
de leur nature infiltrante) et une altération de I’état général du patient. Enfin la nature du
microenvironnement tumoral (hypoxie et acidité¢) augmente I’agressivité de ces tumeurs. Dans
la majorité des cas, le déces survient a la suite d’un cedéme cérébral.

1.8. Hétérogénéité tumorale

Une des origines du mauvais pronostic des glioblastomes est I’hétérogénéité de ce type
de tumeurs. En effet, les cellules tumorales différent entre elles par leur capacité¢ de
prolifération, leur état de différenciation, leur activité métabolique et les mécanismes de
résistance aux traitements. Deux modeles ont été développés, permettant d’expliquer cette
hétérogénéité : le modele stochastique et le modele hiérarchique. Ces deux modeles peuvent
coexister.

Le mod¢le stochastique ou modele de 1’évolution clonale est le premier a avoir été
proposé pour expliquer la prolifération cancéreuse. Dans ce modele classique, il n’existe pas
de hiérarchie entre les différentes cellules de la tumeur qui possédent toutes le méme potentiel
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tumorigéne (y compris les cellules différenciées). Au fur et a mesure de la croissance
tumorale, n’importe quelle cellule peut ainsi subir des mutations aléatoires, proliférer
indéfiniment et former un clone tumoral indépendant. Le clone le plus agressif et s’adaptant le
mieux au microenvironnement tumoral, sera ensuite sélectionné¢ pour former de nouvelles
tumeurs. L hétérogénéité¢ tumorale résulte de la différenciation, de modifications génétiques
ou épigénétiques et de I’influence du microenvironnement.

Le second modele, apparu plus récemment, est fondé sur I’existence d’une
organisation hiérarchique au sein de la tumeur. Dans ce mode¢le, la majorité des cellules de la
masse tumorale ont une capacité¢ de prolifération limitée. Seule une petite proportion de
cellules posséde un potentiel tumorigéne. Ce potentiel leur confére une capacité
d’autorenouvellement et de prolifération a long terme, permettant la formation et la
propagation de nouvelles tumeurs. Ce mod¢le est a I’origine du concept des cellules souches
cancéreuses (Figure 9) [Reya, Morrison, Clarke et al., 2001; Vescovi, Galli and Reynolds,
2006].
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Figure 9 : Modéles stochastique et hiérarchique permettant d'expliquer 1'hétérogénéité tumorale.

Dans le modéle stochastique, chaque cellule peut proliférer indéfiniment, former un clone tumoral et évoluer a la
suite de I’accumulation de mutations oncogéniques. Dans le modéle hiérarchique, seule une cellule souche ou

progénitrice (représentée en jaune) peut étre la cible de ’oncogenése et proliférer indéfiniment. D’aprés Vescovi,
Galli and Reynolds (20006).

33



2. Cellules souches cancéreuses

2.1. Généralités

2.1.1. Introduction et définition
2.1.1.1.  Cellules souches normales

La découverte des cellules souches embryonnaires en 1981 chez la souris par Evans,

Kaufman et Martin, puis en 1998 chez I’Homme par les américains James Alexander
Thomson, Joseph Istkovitz-Eldor et I’israé¢lien Benjamin Reubinoff, est I'un des plus grands
bouleversements de la biologie de ces dernic¢res décennies.
Les cellules souches embryonnaires sont des cellules souches pluripotentes provenant d’un
embryon au stade blastocyste. Elles sont capables de s’autorenouveler, de proliférer en culture
ainsi que de se différencier en n’importe quel tissu de 1’organisme. Cette capacité
exceptionnelle leur confére un immense potentiel thérapeutique. En effet, elles pourraient
permettre la réparation d’organes, de tissus malades ou endommagés. Cependant, leur
utilisation souléve des problémes éthiques (loi n°® 2004-800 du 06 aolt 2004 relative a la
bioéthique).

Ces derniers ont conduit les chercheurs a se tourner vers les cellules souches adultes.
Ces cellules, multipotentes, sont retrouvées dans la plupart de nos tissus. Cependant elles
présentent certaines limites, notamment une faible disponibilité, et une capacité de
différenciation limitée.

En 2006 apparait la notion de cellules souches pluripotentes induites (iPS) a la suite
des travaux de Takahashi et Yamanaka. Ces cellules iPS ont été obtenues a la suite de la
reprogrammation génétique directe de cellules somatiques adultes de souris en utilisant 4
facteurs de transcription : Oct3/4, Sox2, c-Myc et Klf4. En 2007, ces mémes facteurs ont
permis a ces auteurs de générer des cellules iPS a partir de fibroblastes adultes humains
[Takahashi and Yamanaka, 2006]. En 2012, leur découverte a été récompensée par le prix
Nobel de médecine.

2.1.1.2.  Cellules souches cancéreuses ou cellules initiatrices de tumeurs

Au XIX™™ siécle, Joseph Claude Anselme Récamier et Robert Remak évoquent pour
la premiére fois la notion de cellules souches cancéreuses, apres avoir remarqué que les tissus
cancéreux ressemblaient d’avantage aux tissus embryonnaires qu’aux tissus adultes. Cette
observation est a I’origine de la « théorie des restes embryonnaires » proposée par Franco
Durante et Julius Cohnheim selon laquelle les cancers proviendraient de cellules
embryonnaires surnuméraires, demeurant indifférenciées chez 1’adulte [Recamier, 1829;
Remak, 1854; Ratajczak, Tarnowski, Borkowska et al., 2013].
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Récemment, est apparu le concept de cellules souches cancéreuses qui trouve son
origine dans le mod¢le hiérarchique.
En 1994, la premicre description d’une organisation hiérarchique au sein d’une tumeur est
réalisée par 1’équipe de John Dick (Toronto). Cette équipe a montré qu’une petite proportion
de cellules tumorales (CD34+ CD38-) isolée chez un patient atteint de leucémie aigiie
my¢loide (LAM), était capable, a la suite d’une transplantation orthotopique chez des souris
immunodéprimées, d’initier une LAM phénotypiquement identique a la tumeur originelle.
Pour cela, ils ont utilisés un protocole particulier associant deux techniques : le tri cellulaire
par cytométrie en flux et ’utilisation d’anticorps monoclonaux. Les cellules sont ainsi triées
en fonction des antigénes de surface qu’elles expriment, puis transplantées chez des souris
immunodéficientes. Ces expériences sont considérées comme les premicres preuves de
I’existence des cellules souches cancéreuses et du modéle hiérarchique au sein des tumeurs
[Lapidot, Sirard, Vormoor et al., 1994].
Quelques années plus tard, une adaptation de ce protocole a permis de mettre en évidence des
cellules souches cancéreuses dans de nombreuses tumeurs solides, notamment dans les
cancers du sein en 2003 [Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez et al., 2003], les glioblastomes
en 2004 [Singh, Hawkins, Clarke ef al., 2004], les cancers de la prostate [Collins, Berry, Hyde
et al., 2005], les carcinomes de la peau [Fang, Nguyen, Leishear et al., 2005], le cancer du
poumon [Eramo, Lotti, Sette et al., 2008], 1’adénocarcinome du colon [Ricci-Vitiani,
Lombardi, Pilozzi ef al., 2007] et le cancer du pancréas en 2007 [Li, Heidt, Dalerba et al.,
2007].

Actuellement, la théorie des cellules souches cancéreuses reste controversée au sein de
la communauté scientifique (ce point sera détaillé ci-apres), et il demeure difficile de
caractériser ces cellules. La définition qui fait I’unanimité est basée sur leurs caractéristiques
fonctionnelles. Les cellules souches cancéreuses sont des cellules tumorales multipotentes,
capables de s’autorenouveler et de reproduire a 1’identique 1’hétérogeénéit¢ de la tumeur
d’origine, apres implantation orthotopique dans des modeles animaux immunodéprimés. Cette
derniere propriété permet de les différencier des cellules souches normales [Clarke, Dick,
Dirks et al., 2006;].

2.1.2. Origine

Deux hypothéses sont proposées pour tenter d’expliquer I’origine des cellules souches
cancéreuses : elles proviendraient soit de la transformation de cellules souches normales ou
progéniteurs, soit de la dédifférenciation de cellules matures ou progéniteurs ; a la suite de
mutations oncogéniques.

Les cellules souches cancéreuses ne représentent qu’une faible proportion des cellules
composant la tumeur, mais sont nécessaires a son maintien [Sutter, Yadirgi and Marino,
2007].
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2.1.3. Propriétés et isolement

Les cellules souches cancéreuses partagent un certain nombre de propriétés avec les
cellules souches somatiques.

Tout d’abord elles possédent une capacité¢ de prolifération et d’autorenouvellement
quasiment infinis. En effet, en cultivant ces cellules pendant plusieurs jours dans un milieu
dépourvu de sérum mais en présence de facteurs de croissance, elles survivent a long terme et
proliférent, en formant des sphéres (test de clonalité) [Vescovi, Galli and Reynolds, 2006].
Cette propriété s’explique notamment par le maintien, dans ces cellules, de D’activité
télomérase protégeant I’extrémité des chromosomes.

D’autre part les cellules souches cancéreuses sont multipotentes. En ajoutant du
sérum dans un milieu de culture dépourvu de facteur de croissance, elles sont capables de se
différencier en donnant naissance a plusieurs lignées (test de différenciation).

De plus elles expriment a leur surface des molécules considérées comme des
marqueurs de cellules souches, notamment CD133 (Prominin-1) [Singh, Hawkins, Clarke et
al., 2004], CD34 [Lapidot, Sirard, Vormoor et al., 1994], CD44 [Al-Hajj, Wicha, Benito-
Hernandez ef al., 2003]... Les cellules exprimant ces marqueurs peuvent étre identifiées par
cytométrie en flux. Toutefois, ces marqueurs sont a utiliser avec précaution.

Enfin, les cellules souches cancéreuses sont capables de survivre dans le milieu
environnant sans adhérer a un substrat, et possédent des capacités de migration cellulaire,
notamment responsables de la formation de métastases.

Elles possedent également des propriétés qui leur sont propres avec la présence
d’altérations génétiques ou caryotypiques (amplification de certains genes comme EGFR,
deélétion d’autres génes, aneuploidie), qui leur conférent un caractére malin.

Elles sont caractérisées de manicre fonctionnelle par leur pouvoir tumorigéne in vivo.
Une injection d’un petit nombre de cellules souches in vivo chez des animaux
immunodéprimés, permet de reproduire une tumeur phénotypiquement identique a la tumeur
d’origine. Cette propriété est conservée a la suite de plusieurs transplantations en série (Figure
10) [Sutter, Yadirgi and Marino, 2007].
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Figure 10 : Propriétés des cellules souches cancéreuses.

Les cellules souches cancéreuses partagent un certain nombre de propriétés avec les cellules souches somatiques,
notamment, une capacité d’autorenouvellement et de prolifération quasi infinie, une multipotence et expriment a
leur surface des marqueurs de cellules souches. D’autre part, elles possédent un caractére malin avec la présence
d’altérations génétiques ou caryotypiques ainsi qu’un pouvoir tumorigéne in vivo. Figure adaptée de Sutter,
Yadirgi and Marino (2007).

Ainsi le test de clonalité, de différenciation et le pouvoir tumorigéne sont fréquemment
utilisés pour sélectionner les cellules souches au sein d’une population.

2.1.4. Cellules souches cancéreuses et microenvironnement tumoral

Les cellules souches normales sont localisées dans des endroits particuliers appelés
niches ou microenvironnement. Le concept de niche est apparu en 1978, mentionné dans des
travaux réalisés sur les cellules souches hématopoiétiques par Ray Schofield. Ces niches
permettent d’accueillir les cellules souches et de les protéger. De plus, elles contrdlent leur
devenir ainsi que leur nombre en régulant I’autorenouvellement, I’entrée en différenciation et
I’apoptose. Ainsi, les cellules souches peuvent développer leurs pleines potentialités [Larsen,
2007].

Les niches comprennent les cellules souches elles-mémes, concentrées a proximité
d’un réseau microvasculaire composé de cellules endothéliales. Ces derni¢res permettent le
recrutement et la sécrétion de chimiokines ainsi que de facteurs de croissance contrdlant la
différenciation (BMP : Bone morphogenic protein) ou I’angiogenese (VEGF, TGF). Ainsi, les

37



cellules endothéliales participent directement au maintien de [’autorenouvellement et du
phénotype indifférenci¢ des cellules souches. Les niches se composent aussi de cellules
stromales. Ces cellules mésenchymateuses synthétisent une partie de la matrice extracellulaire
permettant de structurer la niche. Enfin, des fibres nerveuses transmettent des stimuli aux
cellules souches.

L’hypothése de I’existence de niches similaires hébergeant les cellules souches
cancéreuses, notamment dans le cas des cellules souches de tumeurs cérébrales, a été
formulée [Calabrese, Poppleton, Kocak et al., 2007]. Au sein de ces niches, les cellules
souches cancéreuses seraient capables de conserver leur état indifférencié¢ et leur capacité
d’autorenouvellement, ce qui conditionnerait la progression tumorale. De plus, ce
microenvironnement ; par ’intermédiaire des cellules endothéliales, augmenterait la
résistance des cellules souches cancéreuses aux traitements de radiothérapie et chimiothérapie
[Larsen, 2007].

Les interactions entre cellules souches cancéreuses et le microenvironnement sont
complexes et peu développées actuellement, mais plusieurs modeles existent.

Dans le premier modele, les cellules souches cancéreuses sont capables de survivre et se
développer dans la niche des cellules souches normales, excluant ainsi 1’existence d’une niche
spécifique aux cellules souches cancéreuses.

Un second modéle mentionne une niche spécifique aux cellules souches cancéreuses, capables
d’interagir avec ces derniéres via la transmission de signaux. Ainsi la pré-existence d’une telle
niche conditionnerait la survie et le devenir de ces cellules [Calabrese, Poppleton, Kocak et
al., 2007].

D’autre part, le microenvironnement serait impliqué dans la plasticité des cellules
souches cancéreuses en provoquant leur dédifférenciation ou transdifférenciation vers d’autres
types cellulaires. Ainsi une cellule souche transplantée dans un tissu différent de son tissu
originel, est capable de se reprogrammer ; preuve qu’elle interagit étroitement avec la niche
dans laquelle elle est hébergée [Watt and Hogan, 2000].

De plus, la niche des cellules souches cancéreuses permet de conserver un
environnement hypoxique, nécessaire a la progression tumorale [Heddleston, Li, McLendon
et al., 2009]. En effet, pour permettre sa croissance, une tumeur a besoin d’un apport suffisant
en oxygene, nécessitant une augmentation de la vascularisation grace a la synthése accrue de
facteurs angiogéniques. Cependant la prolifération rapide du cancer entraine une
vascularisation insuffisante et anormale, responsable d’une hypoxie intra-tumorale. Divers
mécanismes ont permis 1’adaptation des cellules cancéreuses a cet environnement, notamment
une augmentation du transport du glucose et de la glycolyse aérobie au détriment de la
phosphorylation oxydative, entrainant une acidification du microenvironnement (effet
Warburg 1923). La niche des cellules souches quant a elle, permet de pallier cette diminution
de I’oxygénation en sécrétant différents signaux dont VEGF, impliqué dans la croissance et
I’augmentation de la perméabilit¢é de nouveaux vaisseaux, essentielles a I’angiogenése et
I’invasion tumorale. La période d’hypoxie est suivie d’une réoxygénation favorisant la
progression tumorale.

38



2.2. Cellules souches retrouvées au sein du systéme nerveux central

2.2.1. Cellules souches neurales normales

Le cerveau adulte a longtemps été considéré comme un organe incapable de se
régénérer. Ce n’est que récemment, en 1981, grace aux travaux pionniers de Nottebohm, que
la persistance d’une neurogenese dans le cerveau adulte d’oiseaux chanteurs a été mise en
¢vidence. Ces travaux ont €té suivis par ceux de Reynolds et Weiss, au début des années
1990, consistant a isoler des cellules souches neurales multipotentes dans le cerveau de souris
adultes [Nottebohm, 1981; Reynolds and Weiss, 1992].

La neurogenése adulte se déroule principalement dans la zone sous-ventriculaire
bordant les ventricules cérébraux, ainsi que dans la zone sous-granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe. Elle est retrouvée chez de nombreuses espéces, notamment chez ’Homme
[Eriksson, Perfilieva, Bjork-Eriksson ef al., 1998; Sutter, Yadirgi and Marino, 2007; Spalding,
Bergmann, Alkass ef al., 2013]. La neurogenc¢se adulte est assurée par une petite proportion
de cellules souches neurales qui vont se différencier en neurones ou cellules gliales
(astrocytes, oligodendrocytes, épendymocytes et microglie).

Les cellules souches neurales normales partagent les propriétés des cellules souches
en général, mentionnées précédemment, notamment une capacité¢ d’autorenouvellement et
de prolifération a long terme. Elles se caractérisent par une prolifération en culture sous
forme de neurospheres en suspension. Le test des neurosphéres, développé par Reynolds et
Weiss en 1992, est essentiel pour isoler des cellules souches neurales provenant de biopsie de
tumeurs cérébrales de patients. Il s’agit d’un systeme de culture sélectif, dépourvu de sérum
mais contenant les facteurs de croissance EGF et FGF2 (Annexe 2) [Reynolds and Weiss,
1992; Vescovi, Galli and Reynolds, 2006]. D’autre part, ces cellules sont multipotentes, ce
qui signifie qu’elles peuvent se différencier en neurones, astrocytes, oligodendrocytes. Elles
expriment a leur surface CD133, CD15 (considérés comme des marqueurs de cellules souches
neurales), ainsi que CXCR4. Toutefois, ces marqueurs sont a utiliser avec précaution [Capela
and Temple, 2002; Sutter, Yadirgi and Marino, 2007; Patru, Romao, Varlet ef al., 2010].

Elles sont localisées dans des niches microvasculaires spécifiques essentielles au
maintien de la capacité d’autorenouvellement et de I’état indifférencié. Ces niches sont
constituées de cellules endothéliales, provenant notamment de la différenciation de cellules
souches neurales normales [Ricci-Vitiani, Pallini, Biffoni et al., 2010].

2.2.2. Cellules souches de tumeurs cérébrales
2.2.2.1.  Origine

La premiere preuve de I’existence de cellules souches dans les tumeurs cérébrales
humaines a été fournie par Ignatova et al. en 2002, a la suite de I’isolement de précurseurs
formant des neurospheres a partir de glioblastomes humains [Ignatova, Kukekov, Laywell et
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al., 2002]. Les cellules souches de tumeurs cérébrales localisées au sein de la tumeur, ne
représentent qu’une faible proportion des cellules tumorales.

Actuellement, leur origine n’est pas clairement définie, comme dans le cas des cellules
souches cancéreuses en général [Sutter, Yadirgi and Marino, 2007; Van Meir, Hadjipanayis,
Norden et al., 2010].

2.2.2.2.  Propriétés et isolement

Les cellules souches de tumeurs cérébrales partagent plusieurs caractéristiques avec
les cellules souches neurales normales, notamment I’expression de marqueurs de surface
communs (CD133, CD15 et CXCR4) [Capela and Temple, 2002; Singh, Hawkins, Clarke et
al., 2004; Sutter, Yadirgi and Marino, 2007; Patru, Romao, Varlet et al., 2010], une capacité
d’autorenouvellement et de prolifération a long terme (test des neurospheéres), et une
multipotence.

Ces cellules possedent également des propriétés spécifiques. Elles sont dotées d’un
pouvoir tumorigene in vivo, et sont caractérisées par la présence d’altérations génétiques et
caryotypiques. Dans ce contexte, un caryotype effectué chez un patient atteint d’un
glioblastome, a mis en évidence de nombreuses anomalies, notamment la présence de 62
chromosomes (Figure 11) [Patru, Romao, Varlet et al., 2010].
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Figure 11 : Altérations caryotypiques observée dans des cellules de glioblastome.

Analyse chromosomique de cellules de glioblastome par hybridation in situ en fluorescence, révélant la présence
de 62 chromosomes et de nombreuses anomalies, notamment une surexpression des chromosomes 7 et 14.
D’aprés Patru, Romao, Varlet et al., (2010).

Elles possédent des propriétés de différenciation aberrantes (co-expression de marqueurs
neuronaux ; BIII tubuline et gliaux ; GFAP (protéine acide fibrillaire gliale)), et sont capables
de former des cellules non-tumorigenes. De plus elles sont radio- et chimiorésistantes, il est
donc essentiel de les cibler.

L’isolement ainsi que I’identification des cellules souches de tumeurs cérébrales
demeurent complexes, mais peuvent s’effectuer grace aux mémes tests utilisés pour identifier
les cellules souches cancéreuses en général [Vescovi, Galli and Reynolds, 2006].

Dans ce contexte, CD90 a été identifié comme un marqueur de cellules souches cancéreuses,
notamment dans le cas des gliomes [He, Liu, Zhu et al., 2012].
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2.2.2.3.  Voies moléculaires controlant I’autorenouvellement et la différenciation
des cellules souches neurales adultes, implication dans le développement
des tumeurs cérébrales

Il est intéressant de noter que les capacités d’autorenouvellement des cellules souches
normales et des cellules souches cancéreuses, sont contrdlées par des voies moléculaires
identiques, notamment dans le cas des tumeurs cérébrales. L’accumulation de mutations dans
les cellules souches cancéreuses peut provoquer une activation inappropriée de ces voies et
conduire au développement d’un cancer :

o La protéine BMI-1 (B-cell specific Moloney murine leukaemia virus integration site 1)
permet de réguler I’autorenouvellement et la prolifération des cellules souches normales et
cancéreuses. Elle agit en inhibant le locus INK4a/ARF, un suppresseur de tumeur. BMI-1 est
surexprimée dans les médulloblastomes humains (tumeurs embryonnaires du tissu neuro-
¢pithélial et tumeurs solides les plus fréquentes chez l'enfant) [Vescovi, Galli and Reynolds,
2006; Sutter, Yadirgi and Marino, 2007].

J La voie de signalisation Notch permet de maintenir un réservoir de cellules souches
normales multipotentes dans le cerveau de souris adulte, en favorisant leur
autorenouvellement et en inhibant leur différenciation. Une activation excessive de cette voie
est retrouvée dans de nombreuses tumeurs humaines comme les leucémies, le cancer du sein,
les gliomes (implication dans la radiorésistance des cellules souches), et enfin les
glioblastomes [Fan, Khaki, Zhu et al., 2010; Wang, Wakeman, Lathia et al., 2010].

o La voie de signalisation Sonic hedgehog/Glil régule la croissance, la prolifération et la
survie des cellules souches, en provoquant la transcription de geénes régulant le cycle
cellulaire et de facteurs de croissance (cycline D1/ E, c-Myc, EGF, PDGFa). Des mutations
dans cette voie sont responsables de la formation de médulloblastomes.

J La voie Wnt/B-caténine contrdle 1’autorenouvellement des cellules souches en
permettant la transcription de genes impliqués dans 1’entrée dans le cycle cellulaire et la
prolifération (cycline D1, c¢-Myc). Cette voie intervient également dans la régulation de la
neurogenese adulte et dans formation de gliomes ou de médulloblastomes [Vescovi, Galli and
Reynolds, 2006; Sutter, Yadirgi and Marino, 2007].

. La signalisation BMP est impliquée dans la neurogenese, plus spécifiquement dans
I’astrocytogenese. Les protéines BMP provoqueraient une perte du pouvoir tumorigéne in
vivo de cellules de glioblastomes humains [Piccirillo, Reynolds, Zanetti et al., 2006].

. Le facteur OLIG2 est responsable de la prolifération des progéniteurs neuronaux
durant le développement normal du systéme nerveux central. Il joue également un rdle
essentiel dans la prolifération des cellules souches de gliomes en inhibant directement la
protéine suppresseur de tumeur P21 WAF1/CIP1.

J Enfin le géne PTEN contrdle la prolifération, la croissance, la migration et la mort
cellulaires en inhibant les voies de signalisation PI3K/AKT et RAS/MAPK. Des mutations ou
des délétions de ce gene sont fréquemment observées dans des tumeurs cérébrales dont le
glioblastome, comme détaillé précédemment [Sutter, Yadirgi and Marino, 2007].
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2.2.2.4. Cellules souches de tumeurs cérébrales et microenvironnement tumoral

Les cellules souches de tumeurs cérébrales sont hébergées dans des niches hypoxiques
et périvasculaires permettant des interactions étroites entre cellules souches et vaisseaux.
Cette connexion entre cellules souches neurales et compartiment endothéliale semble étre
cruciale dans les glioblastomes. En effet, les cellules souches favorisent le développement de
leur propre niche en augmentant I’angiogenese via la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques,
principalement VEGF, Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) [Ricci-Vitiani, Pallini, Biffoni et
al., 2010].

Ce microenvironnement est essentiel au développement des tumeurs cérébrales,
notamment il pourrait permettre aux cellules cancéreuses normales d’acquérir des propriétés
souches. En effet, des auteurs ont montré qu’en maintenant des cellules non souches dans des
conditions hypoxiques, elles pouvaient alors former des neurospheres. Cette reprogrammation
de cellules somatiques différenciées en cellules souches, nécessite une augmentation de la
régulation de certains facteurs Oct4, Nanog, c-Myc impliqués dans la survie et
I’autorenouvellement des cellules souches de tumeurs cérébrales. Dans ces conditions, une
thérapie ciblant uniquement les cellules souches cancéreuses serait insuffisante pour éradiquer
une tumeur.

Le bevacizumab efficace dans le traitement du glioblastome, agit en ciblant le facteur
VEGF induisant 1’angiogeneése, et perturbe ainsi la niche périvasculaire des cellules souches
cancéreuses. Une nouvelle piste serait de développer des inhibiteurs du facteur de
transcription HIF2-o (Hypoxia Inducible Factor-2a), impliqué dans 1’adaptation des cellules a
I’hypoxie intra-tumorale et dans la régulation de 1’expression de VEGF [Heddleston, Li,
McLendon et al., 2009].

2.3. Un concept controversé

Les cellules souches cancéreuses ont été mises en évidence dans les cancers
hématopoiétiques ainsi que dans de nombreuses tumeurs solides. Cependant, ce concept
relativement nouveau, reste controversé au sein de la communauté scientifique.

Premiérement, 1’isolement des cellules souches cancéreuses est contesté, certains
auteurs remettant en cause la spécificité des marqueurs de surface utilisés pour les identifier.
Des études sur les tumeurs cérébrales, ont décrit que seule la population de cellules CD133"
possédait un pouvoir tumorigene, aprés implantation dans le cerveau de souris non-obese
diabetic/severe combined immunodeficiency (NOD/SCID) [Singh, Hawkins, Clarke et al.,
2004]. Ainsi, ce marqueur a longtemps été associé¢ aux cellules souches de tumeurs cérébrales.
Or il a été ensuite démontré par cytométrie en flux, que certaines de ces cellules
n’exprimaient pas CD133, notamment en fonction de leur environnement.

La méme observation a été réalisée avec CDI15 et plus récemment, CD90 [Patru, Romao,
Varlet et al., 2010; Woo, Oh, An et al., 2015].
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La présence de certains marqueurs de surface n’est donc pas un critére suffisant pour
caractériser ces cellules particuliéres. Des tests complémentaires comme celui des
neurosphéres, doivent étre réalisés.

Deuxiemement, cette théorie est discutée a cause de contraintes expérimentales, dont
la principale est la fiabilit¢ des mod¢les animaux utilisés. En effet, la meilleure manicre de
s’intéresser au potentiel tumorigéne des cellules souches cancéreuses humaines, est de les
transplanter dans des souris hautement immunodéprimées, notamment NOD/SCID.
Classiquement, les cellules humaines sont transplantées dans ces modéles murins de maniére
hétérotopique, aprés inclusion dans du Matrigel en présence de différents facteurs de
croissance. Ces conditions expérimentales différent de la croissance des cellules tumorales au
sein de leur niche originelle. Dans ce contexte, il existe un risque d’altération du
comportement des cellules implantées, laissant planer le doute sur leur réel caractére de
cellules souches. De plus, les greffes s’effectuant dans des modeles de plus en plus
immunodéprimés, le potentiel tumorigene des cellules souches cancéreuses peut étre
surestimé. Afin de contourner ces problémes, certains auteurs ont proposé d’exprimer des
facteurs de croissance humains chez la souris, d’optimiser le site de transplantation puis de
réévaluer dans ces conditions le potentiel tumorigéne de ces cellules [Shackleton, Quintana,
Fearon et al., 2009].

Face a ces contraintes expérimentales, une preuve solide de I’existence des cellules
souches cancéreuses serait de les observer de maniere individuelle et de montrer leur
implication dans la croissance tumorale, au sein de leur environnement natif in vivo (tumeur
intacte). Dans ce contexte, une équipe de chercheurs a développé une nouvelle stratégie de
tracage génétique, consistant a marquer aléatoirement des cellules tumorales de papillome, a
I’aide de la protéine fluorescente YFP. Cette dernicre est activée suite a I’administration de
tamoxiféne a des souris. La quantit¢ de tamoxiféne est déterminée afin de marquer
uniquement quelques cellules cancéreuses, disséminées au sein de la tumeur (marquage a
densité clonale). Ces cellules sont ensuite suivies individuellement au cours du temps. Si une
cellule a proliféré, un ilot fluorescent ou « clone » sera observé a proximité, car il se compose
de descendants également marqués. Grace a cette technique, les chercheurs ont montré que la
majorité des cellules tumorales marquées, ont une prolifération limitée et disparaissent apres
quelques semaines. Au contraire, une petite proportion se comporte comme des cellules
souches : elles survivent a long terme, proliferent et engendrent des cellules formant des
parties entieres de la tumeur. De plus, ces cellules sont capables de se différencier en plusieurs
types de cellules tumorales [EuroStemCell, 2010; Driessens, Beck, Caauwe et al., 2012;
Ligue contre le Cancer, 2015].

Au méme moment, une autre équipe a observe, in vivo, chez des souris atteintes de
glioblastome, la présence en faible proportion, de cellules capables de propager la tumeur
apres chimiothérapie [Chen, Li, Yu et al., 2012].

D’autre part, 1’efficacité des nouvelles thérapies basées sur ’éradication des cellules
souches cancéreuses chez I’Homme, serait un argument fort en faveur de ce concept. Ce point
sera détaillé ultérieurement.
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En conclusion, le modéle des cellules souches cancéreuses demeure de nos jours
controvers¢ a cause de certaines limites portant principalement sur les techniques, les
protocoles ainsi que les modeles expérimentaux utilisés pour identifier et isoler ces cellules.
Toutefois, la recherche sur les cellules souches cancéreuses a été considérable au cours de
cette derniére décennie, et cette théorie réunit de plus en plus d’adeptes au sein de la
communauté scientifique. Ce concept est attractif car il laisse entrevoir la perspective
d’éradiquer un jour définitivement, la prolifération des cellules cancéreuses.

2.4. Résistance des cellules souches cancéreuses aux traitements conventionnels

Cette perspective se heurte cependant a la capacité des cellules souches cancéreuses a
échapper aux traitements conventionnels, par divers mécanismes.

Tout d’abord, ces cellules sont chimiorésistantes.
En effet, elles se divisent lentement et sont capables in vivo de se maintenir au sein des
tumeurs dans un état quiescent, état qui les protege des molécules utilisées en
chimiothérapie, agissant sur les cellules en prolifération. Grace a cette propriété, elles peuvent
a nouveau se propager, entrainant ainsi une rechute de la tumeur.
De plus, ces cellules expriment préférentiellement a leur surface des pompes d’efflux,
notamment les transporteurs ATP binding cassette (ABC), qui vont expulser continuellement
les médicaments dans le milieu extracellulaire. Ces cellules deviennent alors imperméables
aux molécules utilisées en chimiothérapie [Frank, Margaryan, Huang et al., 2005].
D’autre part, elles sont capables de se protéger des effets pro-apoptotiques engendrés par les
chimiothérapies en sécrétant des protéines spécifiques, notamment la cytokine pro-
inflammatoire IL.-4 dans le cas des cancers du colon. En utilisant des anticorps pour inhiber
IL-4, les cellules souches cancéreuses deviennent de nouveau sensibles a la chimiothérapie
[Todaro, Alea, Di Stefano et al., 2007].

Par ailleurs, ces cellules sont radiorésistantes.

En effet, elles sont capables de réparer treés efficacement les dommages a I’ADN provoqués
par la radiothérapie. Cette propriété a été mise en évidence dans les gliomes : a la suite d’une
irradiation, les cellules capables de résister et d’étre ainsi sélectionnées au cours du temps,
sont les cellules exprimant CD133 a leur surface, considéré comme un marqueur de cellules
souches neurales. Ce mécanisme de résistance impliquerait des protéines régulatrices des
points de controle du cycle cellulaire, notamment CHK1 et CHK2 [Bao, Wu, McLendon et
al., 2006].

Les propriétés de chimio- et radiorésistances de ces cellules, peuvent également
s’expliquer par une activation fréquente de voies de signalisation anti-apoptotiques dans de
nombreuses tumeurs. Ainsi une amplification des voies PI3K/AKT, RAS/MAPK, Notch est
fréquemment observée dans les glioblastomes, comme mentionné précédemment.
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Par conséquent, les traitements conventionnels actuels des cancers, ciblant uniquement
les cellules de la masse tumorale, ont une efficacité limitée. Dans ces conditions, il s’aveére
nécessaire de développer un traitement ciblant a la fois les cellules de la masse tumorale et les
cellules souches cancéreuses afin d’éradiquer la tumeur a long terme (Figure 12) [Reya,
Morrison, Clarke ef al., 2001; De Sousa, Guessous, Vermeulen ef al., 2011].

Tumeur hétérogéne
(CSCs)

Traitementconventionnel/ \ Traitementciblant les CSCs et les
cellules de la masse tumorale

Reégression de la tumeur mais les o ‘g. Réeression de la tumeur et

CSCs rgsmten_t : ‘:‘:’ ‘60 éliﬁﬁination des CSCs

-A A réparation de 'ADN

- A A expulsion des drogues

- quiescence l

(F=>

Rechute Dégénerescence
tumorale

Figure 12 : Nouveaux paradigmes pour le traitement du cancer.

Les traitements actuellement disponibles (traitements conventionnels) cibleraient uniquement les cellules de la
masse tumorale. Les cellules souches cancéreuses résisteraient, notamment parce qu’elles possedent des
capacités accrues de réparation de leur ADN et d'expulsion des drogues, et peuvent se maintenir au sein des
tumeurs dans un état quiescent qui les protége des thérapies antiprolifératives. Grace a leurs propriétés
particuliéres (prolifération, multipotence), elles peuvent reconduire au développement tumoral, provoquant une
rechute. Il est donc actuellement admis que pour étre efficaces, les nouveaux traitements doivent cibler a la fois
les cellules souches cancéreuses ainsi que les cellules de la masse tumorale (CSCs: Cellules souches
cancéreuses).

2.5. Nouvelles thérapies ciblant les cellules souches cancéreuses

Actuellement, différentes stratégies thérapeutiques permettant de cibler les cellules
souches cancéreuses, se développent.

Une premicre piste consiste a provoquer leur différenciation. De cette manicre, ces
cellules deviendraient a nouveau sensibles aux thérapies conventionnelles : il s’agit de la
« sensibilisation » de la tumeur. Cette différenciation peut s’effectuer grice a I’utilisation
d’acide tout-trans-rétinoique (ATRA). Son efficacité en tant qu’agent anticancéreux, a €té
mise en évidence pour la premicre fois, dans le traitement de la leucémie aigiie
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promy¢locytaire. Cependant, ce dérivé de la vitamine A est responsable de nombreux
phénomeénes de résistance, limitant son utilisation en clinique [Tallman, Nabhan, Feusner et
al., 2002; Parisotto, Brodeur, Bhat et al., 2006]

Il est également intéressant de cibler une protéine d’une voie de signalisation
impliquée dans la tumorigenese des cellules souches cancéreuses, notamment la voie Notch.
Des inhibiteurs de y-sécrétases ont ainsi ¢té¢ développés. Les y-sécrétases, sont des protéines
impliquées dans le clivage du récepteur Notch, permettant la libération du fragment Notch
intracellular domain (NICD) qui pourra activer les protéines Notch ainsi que d’autres cibles.
Des ¢études ont montré que les inhibiteurs des y-sécrétases diminuent le nombre de cellules
souches dans les glioblastomes ainsi que leur pouvoir tumorigene, et inhibe la croissance des
neurosphéres. D’autre part, ils augmentent I’efficacité de la radiothérapie dans le traitement
des gliomes, en sensibilisant les cellules souches aux radiations [Fan, Khaki, Zhu et al., 2010;
Wang, Wakeman, Lathia ef al., 2010].

Une autre stratégie consiste a cibler un ou plusieurs marqueurs spécifiques des cellules
souches cancéreuses, non retrouvés chez les cellules souches normales, par exemple CD20
dans le cas du mélanome. Dans ce contexte, une étude réalisée en 2012 par Schlaak ef al. a
montré que 1’utilisation du rituximab ou anticorps anti-CD20 chez un patient porteur d’un
mélanome avancé, résistant a la chimiothérapie, a provoqué une régression de la tumeur
[Schlaak, Schmidt, Bangard er al., 2012]. Cette stratégic efficace demeure néanmoins
complexe, la principale difficulté étant d’identifier et de s’assurer de la spécificité de ces
marqueurs, comme décrit précédemment.

D’autre part, les transporteurs d’efflux sont fréquemment impliqués dans la résistance

aux anticancéreux, notamment la pompe ABCB1(ou glycoprotéine P). Actuellement, il existe
de nombreux inhibiteurs de cette pompe, notamment la ciclosporine, un puissant
immunosuppresseur diminuant le risque de rejet dans les greffes d’organes. Toutefois, un
obstacle majeur a ’utilisation de ces composés est leur toxicité. En effet, ces pompes sont
exprimées dans de nombreux tissus ainsi que dans les cellules souches normales. Il est donc
essentiel de développer de nouveaux inhibiteurs spécifiques, dépourvus d’effets secondaires.
Dans ce contexte, 1’efficacité du PSC833 ou valdospar, un analogue de la ciclosporine A non
immunosuppresseur, a été évaluée dans un essai clinique de phase IIl. Cet essai réalisé en
combinaison avec la vincristine, la doxorubicine et la dexaméthasone chez des patients
atteints de myélome multiple réfractaire, n’a montré aucun bénéfice réel. Au contraire, une
augmentation de la toxicité a été observée [Friedenberg, Rue, Blood et al., 2006]
Une nouvelle piste s’intéresse aux nanoparticules délivrant des agents chimiothérapeutiques
(nanoformulation de doxorubicine). Elles présentent 1’avantage d’étre internalisées dans les
cellules par endocytose, et non par diffusion passive. Cette propriété leur permettrait
d’échapper aux transporteurs d’efflux, sous certaines conditions [Kunjachan, Rychlik, Storm
etal.,2013].
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Par ailleurs, 1’activité télomérase permet aux cellules souches cancéreuses de proliférer
a I’infini. Elle est retrouvée dans de nombreux glioblastomes, et est associée a un pronostic
sombre. Il est donc nécessaire de développer des inhibiteurs de télomérase. Dans ce contexte,
I’effet de I’Imetelstat combiné a la radiothérapie, a été évalué dans un modéle orthotopique
murin de glioblastome humain. Une diminution du volume tumoral ainsi qu’une augmentation
de la survie ont été¢ observées. De futurs essais cliniques évaluant I’efficacité de cette
combinaison, sont nécessaires.
Toutefois, I'utilisation de ces inhibiteurs se heurte a plusieurs obstacles. L activité télomérase
n’est pas le seul mécanisme de protection des télomeres existant. Le délai de survenue de
I’effet antiprolifératif dépend de la taille initiale des télomeres. Enfin, une importante toxicité
peut survenir sur les cellules saines de l’organisme, possédant cette activité télomérase
(cellules germinales, cellules souches) [Herbert, Pitts, Baker et al., 1999; Ferrandon,
Malleval, El Hamdani et al., 2015].

Enfin, une derniére piste s’intéresse au développement de molécules agissant sur le
microenvironnement des cellules souches cancéreuses, en réponse aux nombreux travaux
soulignant son implication dans la croissance tumorale. Des inibiteurs de I’angiogenése sont
ainsi développés, parmi eux 1’anticorps monoclonal anti-VEGF bevacizumab ou Avastin® qui
reste le plus efficace actuellement dans le traitement des glioblastomes [Vredenburgh,
Desjardins, Herndon et al., 2007 (a); Vredenburgh, Desjardins, Herndon et al., 2007 (b); Van
Meir, Hadjipanayis, Norden et al., 2010].

En conclusion, les cellules souches cancéreuses, définies comme des cellules capables
d’initier et de propager une tumeur dans des modeles animaux immunodéprimés ; ont été
mises en évidence, in vitro, dans différents types de tumeurs dont les glioblastomes. Méme si
ce concept reste controversé au sein de la communauté scientifique, les récentes avancées
notamment 1’identification de ces cellules au sein de leur environnement naturel in vivo,
corroborent cette théorie. L existence d’une sous-population de cellules souches cancéreuses,
capables de se maintenir dans un état quiescent au sein des tumeurs, implique 1’élaboration de
nouvelles stratégies thérapeutiques, combinant thérapies ciblées et traitements conventionnels,
dans I’espoir de vaincre un jour un maximum de cancers.
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Chapitre II : Travail experimental
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1. Travail préliminaire au sein de P’UMR 7200

1.1. Contexte et thématique du laboratoire

Nous avons vu précédemment que les glioblastomes étaient les tumeurs cérébrales les
plus fréquentes et les plus redoutables, notamment a cause de leur caractére infiltrant et de
leurs bords diffus, empéchant une exérése compléte. De plus, les récidives sont quasiment
inévitables.

Actuellement, les traitements disponibles sont peu efficaces. Une des raisons est la
présence de la BHE, limitant sérieusement le choix des agents chimiothérapeutiques. De plus,
le glioblastome est constitué¢ en majorité¢ de cellules de la masse tumorale, mais également
d’une petite proportion de cellules souches cancéreuses. Ces dernieres sont capables
d’échapper aux traitements anticancéreux conventionnels en se maintenant dans un état
quiescent. Elles peuvent ainsi se propager, entrainant une rechute.

I1 est donc indispensable de développer de nouveaux traitements ciblant a la fois les
cellules de la masse tumorale et les cellules souches cancéreuses, afin d’éradiquer la tumeur a
long terme, comme décrit précédemment.

Dans ce contexte, un des premiers objectifs de mon équipe d’accueil au sein du
laboratoire d’Innovation Thérapeutique (UMR 7200, Faculté¢ de Pharmacie) a été d’identifier
des composés actifs sur les cellules souches cancéreuses de glioblastome.

1.2. Développement et caractérisation d’un modéle d’étude in vitro de glioblastome

La premicre étape du projet a consisté a développer un modéle cellulaire d’étude de
glioblastome, pertinent et représentatif. Pratiquement, des biopsies réalisées sur plusieurs
patients atteints de cette tumeur (Hopital Sainte-Anne, Paris, France), ont permis de collecter
des cellules souches cancéreuses in vitro possédant différentes caractéristiques moléculaires,
notamment les cellules TG1 auxquelles je me suis principalement intéressées au cours de mon
stage. Ces cellules ont ensuite été caractérisées par 1’équipe du Dr H. Chneiweiss
(Neuroscience Paris Seine, Institut de Biologie Paris Seine, Université Pierre et Marie Curie,
CNRS UMR 8246, Inserm U1130, UMCR 18, Paris, France).

Tout d’abord, leur capacité de prolifération a ét¢ mise en évidence par le test des
neurospheres. Ce test qui constitue notre modele d’étude, consiste a dissocier les cellules
prélevées lors des biopsies, puis a les cultiver dans un milieu contenant les facteurs de
croissance bFGF et EGF, mais dépourvu de sérum. Dans ces conditions particulieres, les
seules cellules qui vont survivre a long terme et se propager en formant des neurospheres,
sont les cellules cancéreuses qui posseédent des propriétés souches.
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Le maintien de ces cellules dans du milieu frais en présence de ces facteurs de croissance,
permet de propager les cellules en prolifération. Cependant, in vivo, les cellules souches se
trouvent majoritairement dans un état quiescent. Dans notre mod¢le, cet état est obtenu en
absence de renouvellement du milieu de culture pendant 9 jours (Figure 13).

Neurospheres

Mitogenes

Tumeur cérébrale (bFGF et EGF)

CSCs de

glioblastome en (@

prolifération

CSCs de

=) glioblastome

quiescentes

Mitogenes Non-renouvellement
(bFGF et EGF) du milieu (9j)

Figure 13 : Modéle cellulaire d'étude.

A) Technique d’isolement des cellules souches de glioblastome a partir d’une biopsie (test des neurosphéres)

B) Cellules TG1 en prolifération formant des neurosphéres en suspension in vitro

C) Cellules TG1 quiescentes obtenues en absence de renouvellement du milieu de culture pendant 9 jours. Ces

cellules forment également des neurospheres in vitro.

D’autre part, en ajoutant du SVF dans le milieu de culture, les différents types de
cellules souches cancéreuses de glioblastome de notre modele, sont capables de se
différencier en neurones, astrocytes ou oligodendrocytes. Ces cellules différenciées vont
alors adhérer aux parois de la flasque.

De plus, une analyse des marqueurs de surface effectué¢e par cytométrie en flux sur
ces cellules souches cancéreuses, a permis de détecter CXCR4, normalement présent chez les
progéniteurs neuronaux.
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Par ailleurs, ces cellules expriment la nestine, une protéine des filaments
intermédiaires retrouvée dans les cellules souches et progénitrices neurales, ainsi que le
facteur de transcription Olig2, un marqueur de cellules progénitrices impliqué dans la
différenciation oligodendrogliale. Elles expriment également les marqueurs de pluripotence
Sox2, Oct4, et Nanog.

Une analyse caryotypique de ces cellules par hybridation in sifu en fluorescence a
mis en évidence de nombreuses anomalies, notamment une hypotriploidie, une surexpression
des chromosomes 7 et 14, des gains ou pertes sur différents chromosomes (Figure 11) [Patru,
Romao, Varlet et al., 2010].

Enfin, le pouvoir tumorigéne in vivo a été évalué en déterminant la présence de
cellules initiatrices de tumeur. Ce test consiste a greffer 200 a 1000 cellules souches
cancéreuses de glioblastome de notre modele, dans le cerveau de souris nude. Ces souris sont
mises a mort 12 a 22 semaines post-greffe et une identification de la masse tumorale est
ensuite réalisée par la coloration a I’hématoxyline/éosine. La présence de cellules humaines
chez les souris greffées est révélée grace a un anticorps reconnaissant uniquement la forme
humaine de la vimentine (marqueur glial). Ces cellules sont capables de proliférer (comme le
montre le marquage MCM2 : minichromosome maintenance 2) et de migrer loin du site
d’injection. Ces observations sont en faveur de la présence de cellules initiatrices de tumeurs
(Figure 14) [Patru, Romao, Varlet ef al., 2010; Zeniou, Feve, Mameri et al., 2015].

apreés greffe dans le cerveau de souris immunodéprimées.

A. Identification de la masse tumorale aprées coloration a I’hématoxyline-éosine

B. Identification de cellules humaines par un anticorps spécifique de la forme humaine de la vimentine (brun)
C-D. Identification de cellules humaines en prolifération par un double-marquage vimentine (brun) et MCM2
(rouge). L’image en D met en évidence la capacité des cellules humaines a migrer loin du site d’injection.

Barre d’échelle : 100 um en B, 50 pum en A, 20 pm en C, D. D’aprés Patru, Romao, Varlet et al., (2010).
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1.3. Chimiothéque et criblage moléculaire

L'étape suivante a consisté a réaliser un criblage a I’aide d’une librairie constituée de
1120 molécules organiques : la chimiothéque commerciale de Prestwick™. Il s’agit de
molécules toutes approuvées par la FDA et pour la plupart déja commercialisées en tant que
médicaments a usage humain. Leur structure chimique et leurs indications sont trés variées.
Cette approche appelée «reprofilage » ou « repositionnement », consiste a trouver une
nouvelle cible pour un ancien médicament. Elle est utilisée pour des maladies ne disposant
pas, actuellement, de traitement efficace.

Dans notre cas, le but est de rechercher des composés inhibant la survie des cellules
souches cancéreuses de glioblastome dans deux conditions, 1'état prolifératif et 1'état quiescent
obtenu en absence de renouvellement du milieu de culture pendant 9 jours.

Pratiquement, des cellules souches TG1 en prolifération, ont ét€ mises en contact avec
chacun des 1120 médicaments composant la chimiothéque. Aprés 24 heures d’incubation, une
mesure du taux d’ATP a permis d’évaluer la viabilité cellulaire. En parall¢le, le méme
traitement a €té réalisé avec des cellules TG1 quiescentes.

Parmi les 24 touches retenues, une molécule en particulier a retenu 1’attention de
I’équipe : le bisacodyl. Ce composé est actuellement utilis¢é comme laxatif dans le traitement
de la constipation occasionnelle, et administré par voie orale.

Le bisacodyl présente un intérét dans notre étude : en effet, il a un effet cytotoxique
sur les cellules souches cancéreuses de glioblastome quiescentes (EC50 de 1 uM), et n’affecte
quasiment pas les cellules en prolifération (limitant les effets indésirables des
chimiothérapies), ni les cellules non cancéreuses (astrocytes primaires, cellules souches
neurales). Ce profil d'activité est intéressant parce que I'état quiescent semble représenter I'état
in vivo de ces cellules, et que les cellules quiescentes sont particulierement résistantes aux
traitements. Dans le milieu de culture, le bisacodyl, pro-drogue, est rapidement hydrolysé
pour former le DDPM (dihydroxydiphenyl-pyridyl methane ou désacetylbisacodyl), son
métabolite actif (Figure 15).

En tenant compte de ces résultats, nous avons décidé de nous intéresser plus
particuliecrement au mode d'action du DDPM sur les cellules souches cancéreuses de
glioblastome quiescentes, en utilisant ce composé a une concentration de 10 uM (nettement
supérieure a ’EC50). En effet, dans ces conditions, la majorité¢ des cellules quiescentes sont
tuées.
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Figure 15 : Le bisacodyl et son métabolite actif, le DDPM, ciblent les cellules souches cancéreuses de
glioblastome quiescentes.

A) Structure chimique du bisacodyl et de son métabolite actif, le DDPM.

B) Le bisacodyl (ou le DDPM) provoque la mort des cellules quiescentes avec un ECS50 (concentration
produisant 50% de l'effet maximum) de 1 uM mais n’affecte pas les cellules en prolifération (temps d’incubation
de 24 heures). Cet effet sur les cellules quiescentes est intéressant car 1’état quiescent est 1’état majoritaire des
cellules souches cancéreuses in vivo. Cet état est une des causes de la résistance aux traitements anticancéreux
actuels. D’autre part, la majorité des molécules utilisées habituellement en chimiothérapie, cible les cellules en
prolifération.

1.4. Etude des voies de signalisation perturbées par le DDPM

Afin d’identifier et étudier les voies de signalisation activées par le bisacodyl et le
DDPM dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome quiescentes, nous avons étudié
l'effet de ces composés sur le niveau de phosphorylation d'un certain nombre de protéines,
notamment des kinases retrouvées dans les principales voies de signalisation dérégulées dans
les tumeurs & 'aide des Human Phospho-Kinase Arrays (R&D systems™). Cette étude a permis
de mettre en évidence des protéines dont la phosphorylation est modifiée par le DDPM dans
les cellules souches de glioblastome en quiescence, notamment la With No lysine (K) WNKI1,
une sérine-thréonine kinase dont la phosphorylation diminue au niveau de son résidu
thréonine 60 en présence du composé (Figure 16).
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Figure 16 : Etude de la phosphorylation de plusieurs protéines aprés traitement des cellules souches de
glioblastome quiescentes par le bisacodyl, utilisation des Human Phospho-Kinase Arrays de R&D Systems®.
Le niveau de phosphorylation de 44 sites potentiellement phosphorylables situés dans 38 protéines différentes a
été détecté sur une puce a la suite d’une stimulation ou non par le DDPM (10 uM pendant 2 heures,
concentration nettement supérieure a I’EC50, permettant ainsi de tuer le maximum de cellules souches
cancéreuses de glioblastome quiescentes), puis analysé griace au logiciel ImageJ. Dans ces conditions, le
compos¢ affecte le niveau de phosphorylation de plusieurs protéines dont AKT, et les facteurs de transcription
P53 et STATSb. Une diminution du niveau de phosphorylation de la kinase WNKI1 au niveau de son résidu
thréonine 60 est également observée a la suite du traitement avec le composé.

La kinase WNKI appartient a une famille de 4 sérine-thréonine kinases (WNKI1, 2, 3
et 4). Ces enzymes different des 7 autres familles majeures de kinases par une variation de
séquence typique dans le domaine catalytique conservé : la perte de la lysine catalytique du
sous-domaine II (K250) remplacée par une lysine alternative conservée du sous-domaine |
(K233). Ce sont des protéines de grande taille constituées de 2382, 2297, 1743 et 1243 acides
aminés et avec des masses moléculaires de 251, 243, 192 et 135 kDa, respectivement. Elles
présentent une expression ubiquitaire [Moniz and Jordan, 2010].

Au laboratoire, nous avons choisi d'étudier plus en détail la voie de signalisation
impliquant les kinases WNK pour plusieurs raisons.

Premicrement, ces kinases sont peu connues actuellement et seules quelques données
de la littérature les relient a ce jour aux cellules souches cancéreuses.

Deuxiémement, ces protéines sont impliquées dans le développement tumoral. En
effet, des mutations des geénes WNK ou une surexpression de certains de leurs substrats,
notamment NKCCI1 (cotransporteur Na-K-Cl), ont été observées dans différents types de
tumeurs dont les gliomes (Figure 17) [Moniz and Jordan, 2010]. De plus, ces kinases
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interviennent dans la migration cellulaire en interagissant avec les protéines Rho-GTPases,
ainsi que dans I’invasion cellulaire en favorisant la transition épithélio-mésenchymateuse via
la voie TGF f. Elles controlent également la prolifération cellulaire (voie PI3K/AKT,
signalisation MAP-kinases) et 1’apoptose. Ces processus sont fréquemment dérégulés lors du
développement tumoral (Figure 17) [Moniz and Jordan, 2010; McCormick and Ellison, 2011].
D’autre part, les kinases WNK sont impliquées dans la régulation de différents canaux
ioniques et/ou cotransporteurs, intervenant notamment dans le pH et ’homéostasie des
¢lectrolytes au niveau des cellules tumorales [Richardson and Alessi, 2008].
Cette observation est corrélée avec le mode d’action du bisacodyl en tant que laxatif. En effet,
ce dernier «augmente (...) la sécrétion intestinale d’eau, d’électrolytes » (Vidal),
certainement via la régulation de différents canaux ioniques.
De plus, dans notre modele d’étude de glioblastome, 1’activit¢ du DDPM dépend du pH
extracellulaire, modulé a la suite de la mise en quiescence des cellules souches TGI.

Regulation of pH, cell volume and nutrient transport

o

K*/ Na*/ CI/HCO;- H (IjENaC "J\lGLUT

v \I plasma membrane /, T
SPAK oKD
OSR1

invasion I 4——.
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rg:;/ Caspase PI3K @
WNK2 Cell survial

RacN Cell proliferation

Figure 17 : Vue d’ensemble des principaux processus cellulaires régulés par la voie de signalisation WNK
et impliqués dans la biologie des cellules cancéreuses.

Les voies impliquant les protéines WNK, AKT, SPAK et OSR1, permettent de réguler la prolifération, la survie
cellulaires, le pH, le volume cellulaire ainsi que les processus de migration et d’invasion (schéma de Moniz and
Jordan., (2010).

Les kinases WNK exercent leurs fonctions soit par l'intermédiaire d'interactions avec
des effecteurs soit en phosphorylant leurs substrats. Leur propre activité est régulée par des
phosphorylations sur plusieurs résidus. Notamment, la phosphorylation de WNK1 au niveau
de la thréonine 60 (qui a été identifiée comme étant modifice par le bisacodyl dans les cellules
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souches de glioblastome quiescentes grace aux Human Phospho-Kinase Arrays (R&D
systems™)) ne semble pas affecter l'activité catalytique de I'enzyme mais plutdt ses interactions
avec d'autres partenaires. L'activité phosphotransférase de WNKI1 est modifiée par la
phosphorylation de deux résidus sérine dans le domaine kinase, la sérine 378 et la sérine 382
(Figure 18) [McCormick and Ellison, 2011].
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Figure 18 : Représentation schématique des différents domaines de WNKI1.

La kinase WNKI1 posséde plusieurs régions hautement conservées. Le domaine kinase situé en N-terminal, le
domaine auto-inhibiteur constitué de motifs FXF (phénylalanines séparées par un acide aminé dont le type peut
varier), et enfin deux domaines coiled-coil situés au milieu et a I’extrémité C-terminale de la protéine. Trois
résidus phosphorylables sont représentés, notamment la thréonine 60 a I’extrémité N-terminale, située en dehors
du domaine kinase. Le role de sa phosphorylation n’est actuellement pas bien connu. Elle ne semble pas affecter
son activité catalytique mais plutdt ses interactions avec d’autres partenaires. Enfin, les sérines 378 et 382 dont la
phosphorylation est essentielle a I'activation de WNK1, sont situées dans le domaine kinase (schéma adapté de
McCormick and Ellison., (2011)).
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2. Travail personnel réalisé au sein de PUMR 7200

2.1. Objectifs

Afin d’identifier et étudier les voies de signalisation activées par le bisacodyl et le
DDPM dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome quiescentes, des Human
Phospho-Kinase Arrays ont été réalisés avant mon arrivée.

Au début du stage, notre but a ¢été de confirmer ces résultats en étudiant par
immunoblot, le niveau de phosphorylation de WNK1 au niveau de la thréonine 60, dans les
cellules souches de glioblastome traitées avec le DDPM ou un dérivé inactif (LPI 2450
synthétisé par le Dr Songlin Niu, un des chimistes du laboratoire participant au projet).

Ensuite, I’objectif principal a été d’étudier plus en détail I’action du DDPM sur la voie
de signalisation impliquant WNKI1.

Ainsi nous nous sommes intéressés a 1’effet de ce composé sur la phosphorylation de
partenaires connus de WNK1, notamment la protéine kinase B (PKB) également dénommeée
AKT, agissant en amont.

Nous avons ensuite voulu déterminer plus précisément si le DDPM modifiait 1’activité
phosphotransférase de WNK1. Cette observation a été réalisée indirectement, en s’intéressant
a 2 substrats connus de cette protéine, les kinases SPAK (STE20 and SPSI-related Proline
Alanine rich Kinase) et OSR1 (Oxidative Stress Response kinase 1).

Enfin, WNKI1 exerce ses fonctions dans la cellule en régulant différents canaux
ioniques et/ou cotransporteurs, plus ou moins directement. Afin de déterminer 1’implication
éventuelle de certains de ces composés dans I’effet du DDPM, différents inhibiteurs ont été
testés avant mon arrivée. Un seul d’entre eux s’est montré efficace, le composé S0859, un
inhibiteur de cotransporteurs sodium bicarbonate NBC, notamment NBCel. Nous avons donc
voulu étudier plus précisément I’effet du DDPM sur les cellules souches de glioblastome a la
suite de I’inhibition de ce cotransporteur.

Le but de ce travail est de permettre une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans 1’activité du DDPM. Ceci est un objectif a atteindre pour le
développement de cette molécule en tant que nouveau candidat médicament dans le traitement
du glioblastome.
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2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Culture cellulaire

Les cellules TG1 sont des cellules souches cancéreuses issues d’un patient atteint d’un
glioblastome (Hopital Sainte-Anne, Paris, France). Ces cellules ont été isolées et caractérisées
par I’équipe du Dr H. Chneiweiss, comme détaillé précédemment. Elles présentent toutes les
caractéristiques attribuées habituellement aux cellules souches cancéreuses (Figure 10) [Patru,
Romao, Varlet et al., 2010]. Elles sont cultivées dans le milieu NS34 : DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) : F-12 (1:1) contenant les suppléments N2, G5 (qui contient le bFGF
et I'EGF) et B27 (Invitrogen, France) selon le protocole établi par cette équipe. Dans ces
conditions, ces cellules forment des neurospheres (Figure 13A). Leur temps de génération est
d’environ 3 jours.

Remarque : Pour les expériences, des cellules de passage 20 a 30 sont utilisées.

Procédure de division des cellules : le passage des cellules est effectu¢ deux fois par
semaine. Les cellules en suspension sont collectées au moyen d’une pipette de 10 mL dans un

tube Falcon de 50 mL et centrifugées pendant 5 minutes a 220 x g (1100 rpm) et a 21°C. Le
surnageant, récupéré dans un autre Falcon de 50 mL, constituera le milieu conditionné. Le
culot cellulaire est repris dans 1 mL de milieu conditionné et les sphéres sont dissociées
mécaniquement en effectuant 100 allers-retours avec une pipette 1000 réglée sur 400 pL.
Comptage des cellules : les cellules sont diluées dans un peu de milieu conditionné
afin de ne pas avoir une suspension cellulaire trop dense. Pour le comptage, 20 pL de
suspension cellulaire sont mélangés a 4 puLL de bleu de Trypan puis déposés sur une cellule de
comptage constituée d’une grille de 10 carrés (Fast-Read 102® Biosigma). La concentration

cellulaire est calculée grace a la formule suivante :

Nombre de cellules/mL = N/2 *10%*(24/20)

avec N correspondant au nombre de cellules présentes dans un carré dont la dimension est de
1 mm” et le volume de 0,1 pL.

Le pourcentage de cellules mortes (cellules ne pouvant pas expulser le bleu de Trypan et qui
restent bleues) est calculé a chaque passage.

Division des cellules : la suspension cellulaire restante est diluée avec du milieu
conditionné afin d’obtenir une concentration de 2.5 x10° cellules/mL. 10% de milieu
conditionné contenant les cellules a cette concentration sont ajoutés dans une flasque en
présence de 90% de milieu frais. La suspension est incubée a 37°C avec 5% de CO2 sous
atmosphere humide. Les cellules TG1 semblent « adhérer » beaucoup plus dans les flasques
nouvellement utilisées que dans les flasques qui ont déja servi pour la culture. La flasque
utilisée lors du passage n’est donc changée qu’une fois par mois.
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Mise en quiescence des cellules souches cancéreuses de glioblastome : les cellules en
quiescence sont obtenues a partir de cellules en prolifération sans renouvellement du milieu
de culture pendant 9 jours (Figure 13). Un test d’incorporation de I’EAU (5-éthynyl-2'-
déoxyuridine) (Click-iT™ EdU Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit de Invitrogen) est
utilisé pour vérifier la quiescence. L’EdU est un nucléoside analogue de la thymidine. Il est

incorporé a I’ADN pendant la phase S (phase de syntheése) du cycle cellulaire, comme le
BrdU. Toutefois, la détection ne fait pas intervenir d’anticorps. Elle est basée sur une réaction
click, une réaction covalente entre un azide (EdU) et un alcyne (Alexa Fluor 488) catalysée
par du cuivre.

Pratiquement, aprés incubation des cellules en présence d’EAU pendant 24 heures, ces
derniéres sont fixées puis perméabilisées. L’Alexa Fluor 488 est ajouté : il s’agit de la
réaction click. Le pourcentage de cellules en phase S est alors déterminé par cytométrie en
flux, en mesurant la fluorescence émise par les cellules ayant incorporé I’EdU.

Détermination préalable des 9 jours (temps de quiescence) :

Le taux d’incorporation de I’EdU par les cellules TG1 viables, a ét¢ mesuré pendant 16 jours
sans renouvellement du milieu de culture. Ce test a mis en évidence une faible prolifération
cellulaire apres 7 jours (15% environ). En paralléle, la viabilité cellulaire a été déterminée a
I’aide d’un marquage a la 7-aminoactinomycine D sur cette méme période. Pendant les 9
premiers jours, un taux €élevé (supérieur a 70%) a été observé, suivi d’une diminution (environ
40%) aux jours suivants. Ainsi, au bout de 9 jours, les cellules se divisent peu tout en
conservant une bonne viabilité.

Remarque : Ce phénomene de quiescence est réversible. En effet, en réintroduisant les
cellules quiescentes (9 jours sans renouvellement du milieu de culture), dans du milieu NS34
frais au 9™ et au 13°™ jours, elles vont de nouveau proliférer (augmentation du taux
d’incorporation d’EdU).

Les tests de prolifération et de viabilité cellulaires, la réversibilité de I’état quiescent
ainsi que d’autres analyses complémentaires non détaillées ici (analyse du cycle cellulaire,
absence de sénescence, d’apoptose et conservation du caractere souche des cellules TG1 apres
9 jours sans renouvellement du milieu de culture), ont permis de s’assurer du caractére
quiescent des cellules TG1 placées dans ces conditions particulieres [Zeniou, Feve, Mameri et
al., 2015].

2.2.2. Extraction et quantification protéiques

Les extraits protéiques sont préparés a partir de cellules TG1 quiescentes (9 jours sans
renouvellement du milieu). Les suspensions cellulaires sont collectées dans des tubes Falcon
de 50 mL et centrifugées pendant 5 minutes a 220 x g (1100 rpm). Les culots cellulaires sont
dissociés mécaniquement et comptés a 1’aide de bleu de Trypan comme décrit ci-dessus.

Cing millions de cellules au minimum sont nécessaires pour chaque condition et sont
ajoutés dans une flasque T75 contenant du milieu conditionné afin d’obtenir un volume total
de 10 mL. Ensuite elles sont stimulées avec le DDPM (0,1% de diméthylsulfoxyde (DMSO))
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provenant de la société Sigma-Aldrich, son dérivé inactif, le LPI 2450 ; pendant 10 minutes,
30 minutes ou 2 heures. Dans les deux cas, le contrdle correspond aux cellules non traitées,
incubées avec 0,1% de DMSO pendant 2 heures.

A la fin des traitements, les flasques sont transférées sur de la glace et les cellules
récupérées sont centrifugées 5 minutes a 220 x g (1100 rpm) a 4°C. Le culot est lavé avec
10 mL de PBS (Phosphate buffered Saline) froid. Les cellules sont a nouveau centrifugées 5
minutes a 220 x g (1100 rpm) a 4°C. Le culot est ensuite repris dans une quantité de tampon
RIPA complet (RIPA (Radioimmunoprecipitation assay) Lysis Buffer System:sc-24948, Santa
Cruz Biotechnology) ajustée en fonction du nombre de cellules (250 uL de Tampon RIPA
complet pour 5 x 10° cellules). La composition de 1 mL de tampon RIPA complet est la
suivante : 1 mL de tampon de lyse 1X ; 10 uL. de PMSF (fluorure de phénylméthylsulfonyle,
inhibiteur de protéases) a 200 mM ; 10 puL d’orthovanadate de sodium (inhibiteur de
phosphatases) a 100 mM ; 10 pL de cocktail d’inhibiteurs de protéases.

Le culot est passé plusieurs fois a travers une seringue de diameétre externe 23G (ou
0,60 mm) et laissé sur de la glace pendant 1 heure. Aprés une centrifugation a 20 800 x g
(14000 rpm) pendant 15 minutes a 4°C, le surnageant (extrait protéique total) est prélevé et
les protéines qu’il contient sont quantifiées grace au test DC Protein Assay de Bio-Rad. Ce
dosage colorimétrique sur plaque 96 puits est une version améliorée de la méthode de Lowry,
basée sur la réaction des protéines extraites avec une solution de tartrate de cuivre alcalin et le
réactif de Folin (Annexe 3). L’absorbance a 750 nm, proportionnelle a la quantité de protéines
présentes, est mesurée avec le lecteur de plaques EnVision® Multilabel Plate Reader
platform. En paralléle, une gamme de concentration (0-0,2-0,5-0,8-1-1,6-2 mg/mL)
d’albumine de sérum bovin (BSA) est réalisée.

2.2.3. Immunoblot

Dans cette expérience nous utilisons des extraits protéiques de cellules TGI1
quiescentes préparés et quantifiés comme décrit ci-dessus.

20 pg de protéines de chaque échantillon sont d’abord mélangés au bleu de dépot
(composition finale aprés dilution : 60 mM Tris/HCI pH6,8, 5% glycérol, 1,7% SDS (Sodium
Dodécyl Sulfate), 100 mM DTT (dithiothréitol) et 0,002% de bleu de bromophénol) et sont
chauffés a 95°C pendant 10 minutes puis séparés sur gel de polyacrylamide pré-coulé (4-15%
de Bio-Rad) (migration pendant 25 minutes, 200V).

Un transfert est ensuite réalisé sur membrane PVDF (polyvinylidene fluoride) pendant
13 minutes (a 25V et 1,3A par gel), en utilisant 1’appareil Trans Blot Turbo de Bio-Rad. Les
membranes sont réactivées pendant une minute dans de 1’éthanol pur, puis, bloquées dans une
solution de Tris Buffered saline (TBS) 1x (50 mM Tris/HCI pH7,6, 150 mM NaCl), 0,1%
Tween 20, contenant 5% de lait écrémé pendant 1 heure a température ambiante. Des
anticorps primaires de lapin sont incubés avec les membranes pendant la nuit a 4°C sous
agitation.
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Les anticorps primaires anti-GAPDH (#5174 ; 1/10000), anti-WNK1 (#4979 ; 1/1000),
anti-phospho WNKI1 (thréonine 60) (#4946 ; 1/500), anti-SPAK (#2281 ; 1/500), anti-OSR1
(#3729 ; 1/1000), anti-AKT (#9272 ; 1/1000), anti-phospho-AKT (sérine 473) (#9271 ; 1/500)
proviennent de la société Cell Signaling Technology.

Les anticorps primaires anti-phospho-SPAK (sérine 373) / phospho-OSR1 (sérine 325)
(#07-2273 ; 1/1000) ont été obtenus chez Millipore.

Le lendemain, les membranes sont lavées 4 fois consécutives pendant 10 minutes avec
une solution de TBS 1x, 0,1% Tween 20, sous agitation.

Les anticorps secondaires conjugués a la peroxydase de Raifort HRP (anticorps de
chévre anti-lapin) sont dilués dans le tampon de blocage (1/10 000) et incubés avec les
membranes pendant 1 heure a température ambiante.

Ensuite on effectue 4 lavages de 10 minutes de ces membranes avec une solution de
TBS 1x, 0,1% Tween 20, sous agitation. Enfin la détection est réalisée grace au kit de
révélation ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Science,
Amersham) et a I’appareil ImageQuant LAS4000 (Annexe 4).

2.2.4. Effet du composé S0859, un inhibiteur de cotransporteurs NBC, sur les cellules
souches TG1 quiescentes

Dans cette expérience, les cellules TG1 quiescentes sont collectées dans des tubes
Falcon de 50 mL et centrifugées pendant 5 minutes a 220 x g (1100 rpm). Les culots
cellulaires sont dissociés mécaniquement, repris dans 3 mL de milieu conditionné puis
comptés a I’aide de bleu de Trypan comme décrit dans le paragraphe I11.2.2.1.

Les suspensions cellulaires sont ensuite diluées avec du milieu conditionné pour
obtenir une densité de 0.8 x 10° cellules/mL. 50 pL de cellules sont déposés dans une plaque
96 puits (correspondant a 40 000 cellules quiescentes par puits) et incubés a 37°C avec 5% de
CO2 sous atmosphere humide.

Une gamme de concentration du composé S0859 (0-50-75-100-125-150-175-200 uM)
(Sigma-Aldrich SML0638 5 mg) avec 1% de DMSO est réalisée a partir d’une solution stock
a 20 mM. 50 pL provenant de cette gamme sont déposés dans la plaque 96 puits préparée
précédemment. Cette plaque est ensuite incubée pendant 24 heures a 37°C.

Le lendemain, 50 uLL de DDPM a 30 uM (concentration finale de 10 uM) sont ajoutés
a la plaque qui est ensuite incubée pendant 24 heures a 37°C dans un incubateur a 5% de
CO2.

Une mesure de la viabilité cellulaire est alors réalisée grace au kit CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay de Promega. Cette méthode est basée sur la quantification
d’ATP présente dans les cellules (marqueur de [’activité métabolique) (Annexe 5). La
luminescence est mesurée avec le lecteur de plaques EnVision® Multilabel Plate Reader
platform.
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2.3. Résultats

2.3.1. Etude du niveau d’expression et de phosphorylation de la thréonine 60 de
WNKI dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome, aprés traitement
par le DDPM (immunoblot)

Les cellules souches cancéreuses retrouvées au sein des glioblastomes, sont en partie
responsables de la résistance aux traitements. Afin de cibler ces cellules, un criblage
moléculaire a I’aide de la chimiothéque commerciale de Prestwick®, a été réalisé avant mon
arrivée. Il a permis de mettre en évidence le composé bisacodyl et son métabolite actif, le
DDPM, comme des composés cytotoxiques uniquement sur les cellules souches de
glioblastome quiescentes (Figure 15).

Pour identifier les voies de signalisation activées par le bisacodyl et le DDPM dans ces
cellules, 1’équipe a étudié I'effet du bisacodyl sur le niveau de phosphorylation d'un certain
nombre de protéines, notamment des kinases retrouvées dans les principales voies de
signalisation dérégulées dans les tumeurs (prolifération, survie, défense) a l'aide des Human
Phospho-Kinase Arrays de la société R & D Systems®. Cette étude a permis de mettre en
¢vidence des modifications de la phosphorylation de certaines protéines par le bisacodyl dans
les cellules souches de glioblastome, notamment une diminution de la phosphorylation de la
kinase WNK1 au niveau de son résidu thréonine 60 (Figure 16).

Ainsi, un des premiers objectifs de mon stage a €té de confirmer les résultats des
Human Phospho-Kinase Arrays, en étudiant la phosphorylation de WNKI1 au niveau de la
thréonine 60, dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome par immunoblot. Les
extraits protéiques ont été préparés a partir de cellules TG1 quiescentes traitées avec 10 uM
de DDPM ou avec 10 pM d’un analogue inactif du composé, la molécule LPI 2450, pendant
10 minutes, 30 minutes ou 2 heures. Un extrait préparé a partir de ces mémes cellules non
traitées (0,1% de DMSO) a été utilisé comme controle.
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Figure 19 : Niveau d'expression et de phosphorylation de la kinase WNKI1 dans les cellules souches TG1
de glioblastome traitées avec le DDPM ou le dérivé inactif LPI 2450.

Immunoblot réalisé sur des extraits protéiques de cellules TGl quiescentes stimulées avec 10 uM de DDPM
(0,1% de DMSO) pendant 10 minutes, 30 minutes ou 2 heures, ou de ces mémes cellules traitées avec 10 uM du
dérivé inactif LPI 2450. Le contrdle correspond aux cellules non traitées (NT), incubées avec 0,1% de DMSO
pendant 2 heures. Le niveau d'expression de GAPDH permet de normaliser la quantité de protéines déposée pour
chaque échantillon. Les résultats concernant WNKI1 présentés sont représentatifs des données obtenues dans
plusieurs expériences (au moins trois expériences indépendantes).

Comme montré dans la Figure 19, le niveau d’expression de WNKI1 n’est pas modifié
dans les cellules souches cancéreuses TG1 quiescentes, dans les différentes conditions de
traitement avec le DDPM ou le composé LPI 2450 testées.

Par contre, une diminution du niveau de phosphorylation de la thréonine 60 de cette kinase est
observée en fonction du temps de traitement, uniquement dans les cellules traitées avec le
compos¢ actif (encadré rouge).

Ces données ont permis de confirmer le résultat obtenu précédemment au laboratoire a
I'aide des puces phosphoprotéiques Human Phospho-Kinase Arrays de R & D Systems”.

2.3.2. Etude du niveau d’expression et de phosphorylation de partenaires connus de
WNKI1 apres traitement par le DDPM

Nous avons montré ci-dessus que le DDPM diminue la phosphorylation de WNK1 au
niveau de sa thréonine 60. Dans la littérature, la protéine kinase AKT a été identifiée comme
¢tant une des kinases capables de phosphoryler ce résidu [McCormick and Ellison, 2011].
Dans ce contexte, nous nous sommes demandé si le DDPM pouvait également modifier
I’activité de partenaires connus de la kinase WNKI.

Chez 'Homme, il existe 3 geénes de la famille AKT : AKT1, AKT2, et AKT3 qui codent
3 isoformes protéiques : AKT1 ou (PKBa), AKT2 ou PKBB, AKT3 ou PKBy. AKT1 est
impliquée dans la prolifération et la survie cellulaires, en inhibant 1'apoptose. AKT2 joue un
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role dans la signalisation cellulaire de 1'insuline, et est nécessaire au transport du glucose. Le
role d'AKT3 est moins clair. Cette isoforme est majoritairement exprimée dans le cerveau.

L’activation d’AKT est amorcée par la phosphorylation de sa thréonine 450 par la
kinase JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase), permettant ainsi a PDK1 de phosphoryler la
thréonine 308 située dans la boucle d’activation (domaine kinase) d’AKT. En parall¢le,
I’enzyme mTOR phosphoryle la sérine 473 dans la partie C-terminale d’AKT [Alessi,
Andjelkovic, Caudwell et al., 1996; Sarbassov, Guertin, Ali et al., 2005; Jacinto, Facchinetti,
Liu et al., 2006]. La phosphorylation de ces 2 résidus est nécessaire a 1’activation de cette
kinase, et lui permet ainsi de réguler différentes cibles, notamment WNKI1 en phosphorylant
sa thréonine 60 (Figure 17).

Afin de vérifier si en présence du DDPM, le niveau d'expression d'AKT et le niveau de
sa phosphorylation sur le résidu sérine 473 sont affectés, un immunoblot a été réalisé avec des
anticorps adéquats. Les extraits protéiques ont ¢été préparés a partir de cellules TGI
quiescentes traitées avec 10 puM de DDPM ou 10 uM du composé inactif LPI 2450 pendant
10 minutes, 30 minutes ou 2 heures, ou de ces mémes cellules non traitées (0,1% de DMSO).

TG1 quiescentes

DDPM LPl 2450
NT 10min 30min 2h NT 10min 30min 2h
Akt
GAPDH - —
Phospho-Akt —— c—
GAPDH — — . ——

Figure 20 : Niveau d'expression et de phosphorylation de la kinase AKT dans les cellules souches TG1 de
glioblastome traitées avec le DDPM ou le dérivé inactif LPI 2450.

Immunoblot réalisé sur des extraits protéiques de cellules TGl quiescentes stimulées avec 10 uM de DDPM
(0,1% de DMSO) pendant 10 minutes, 30 minutes ou 2 heures, ou de ces mémes cellules traitées avec 10 uM du
dérivé inactif LPI 2450. Le controle correspond aux cellules non traitées (NT), incubées avec 0,1% de DMSO
pendant 2 heures. Le niveau d'expression de GAPDH permet de normaliser la quantité de protéines déposée pour
chaque échantillon. Les expériences concernant la kinase AKT n’ont été effectuées qu’une seule fois lors de mon
stage, mais ont été confirmées par la suite (au moins trois expériences indépendantes).

Comme montré dans la Figure 20, le niveau d’expression de la kinase AKT n’est pas
modifi¢ dans les cellules souches cancéreuses TG1 quiescentes, dans les différentes
conditions de traitement avec le DDPM ou le composé LPI 2450 testées.

En revanche, une diminution du niveau de phosphorylation de la sérine 473 de cette kinase en
fonction du temps de traitement, est constatée dans les cellules quiescentes traitées avec le
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DDPM (encadré rouge). Ces résultats sont en adéquation avec ceux observés a I’aide des
Human Phospho-Kinase Arrays (R&D Systems®).

Dans les cellules quiescentes traitées avec le composé inactif, le niveau de phosphorylation
n’est pas altéré.

Donc la diminution du niveau de phosphorylation de la thréonine 60 de WNKI
observée précédemment, semble reliée a la diminution de la phosphorylation de la sérine 473
d’AKT.

2.3.3. Etude de modifications éventuelles de I’activité kinase de WNKI1 apres
traitement par le DDPM

La phosphorylation de WNKI1 au niveau de sa thréonine 60, diminuée en présence du
DDPM ; ne semble pas affecter son activité kinase, comme détaillé précédemment. Dans ce
contexte, nous nous sommes demand¢ si le DDPM était également capable de modifier
I’activité kinase de cette protéine.

La régulation de cette activité nécessite la phosphorylation des sérines 378 et 382 localisées
dans le domaine kinase présent dans la partie N-terminale de WNKI1 (acides aminés 221 a
449) [Moniz and Jordan, 2010; McCormick and Ellison, 2011]. A cause de la non-
disponibilité d'anticorps commerciaux reconnaissant les formes phosphorylées de ces deux
résidus sérine, nous n’avons pas pu mettre en évidence de variations de la phosphorylation de
ces résidus. Nous nous sommes donc intéressés indirectement a 1’activité kinase de WNKI1, en
observant 1’effet du DDPM sur deux effecteurs connus de WNKI, les protéines kinases SPAK
et OSRI.

En effet, la kinase WNK1 est impliquée dans la régulation du pH et du volume cellulaire a la
suite de certains stimuli (stress osmotique); et son activation, dans ces conditions, va
permettre la phosphorylation de SPAK (phosphorylation de la thréonine 233 située dans la
boucle d’activation du domaine kinase et de la sérine 373) et OSR1 (phosphorylation de la
thréonine 185 dans la boucle d’activation et de la sérine 325). Les kinases SPAK et OSR1
activées, régulent ensuite la fonction de différents canaux et transporteurs ioniques (Figure
17).

Afin d’observer si la phosphorylation de la sérine 373 de SPAK et de la sérine 325
d’OSR1 sont modifiées par I’action du DDPM dans les cellules souches cancéreuses TG1 de
glioblastome, un immunoblot a ¢été réalisé. Les extraits ont ét€¢ préparés comme
précédemment.
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Figure 21 : Niveau d'expression et de phosphorylation des kinases SPAK et OSR1 dans les cellules souches
TG1 de glioblastome traitées avec le DDPM ou le dérivé inactif LPI 2450.

Immunoblot réalisé sur des extraits protéiques de cellules TG1 quiescentes stimulées avec 10 uM de DDPM
(0,1% de DMSO) pendant 10 minutes, 30 minutes ou 2 heures, ou de ces mémes cellules traitées avec 10 uM du
dérivé inactif LPI 2450. Le contrdle correspond aux cellules non traitées (NT), incubées avec 0,1% de DMSO
pendant 2 heures. Le niveau d'expression de GAPDH permet de normaliser la quantité de protéines déposée pour
chaque échantillon. Les résultats concernant SPAK et OSR1 présentés sont représentatifs des données obtenues
dans plusieurs expériences (au moins trois expériences indépendantes).

Les données obtenues montrent que le niveau d’expression de SPAK et OSR1 ne varie
pas dans les différentes conditions de traitement avec le DDPM testées.
En ce qui concerne le niveau de phosphorylation de ces deux kinases, une diminution est
observée en fonction du temps de traitement avec le DDPM dans les cellules en quiescence.
Cette diminution est suivie d'un retour au niveau initial de phosphorylation apres 2 heures de
traitement (encadré rouge). Ces variations sont plus marquées pour la kinase SPAK et ne sont
pas observées quand les cellules souches de glioblastome quiescentes sont traitées avec le
compos¢ dépourvu d'activité cytotoxique (Figure 21).

Donc, il semblerait que le DDPM induise également des modifications de l'activité
kinase de WNKI1, en plus des variations de sa phosphorylation au niveau de la thréonine 60.
Néanmoins, les cinétiques observées pour ces deux effets ne sont pas similaires.
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2.3.4. Etude de D'implication éventuelle de canaux/cotransporteurs substrats de
WNK1, dans I’activité cytotoxique du DDPM

La kinase WNK1 exerce ses fonctions au sein de la cellule en agissant sur différents
canaux ioniques et/ou cotransporteurs soit directement, soit indirectement par 1’intermédiaire
des kinases SPAK et OSR1 (Figure 17). Afin de déterminer 1’implication éventuelle de
certains transporteurs ioniques dans I’effet cytotoxique du DDPM sur les cellules souches
cancéreuses de glioblastome, Jihu Dong, doctorant au sein de 1’équipe, s’est intéressé a des
inhibiteurs des canaux NKCC (bumétanide), NCC (clopamide) ou du cotransporteur NBC
(S0859 : CyoH»4CIN305S). L’expérience a consisté a prétraiter les cellules TG1 quiescentes en
présence de ces inhibiteurs (seuls et en combinaison), pendant 24 heures (a une concentration
donnée), puis a ajouter 10 pM de DDPM pendant 24 heures supplémentaires. Il a ainsi montré
que seul le cotransporteur NBC semblait impliqué dans 1’activité cytotoxique du composé.

Le transporteur NBCel, un sous-type de transporteurs NBC, est un des substrats
connus des kinases WNK1 et SPAK (Figure 17). Il appartient a la famille SLC4 et posseéde un
role dans ’homéostasie acide-base, en régulant la sécrétion et I’absorption de bicarbonate, et
donc le pH intracellulaire et extracellulaire [ Theparambil, Ruminot, Schneider et al., 2014].

Le geéne SLC4A44 code 5 variants d’épissage de NBCel : NBCel-A prédominant dans
les reins et les yeux, NBCel-B dans le pancréas, le duodénum, le colon et d’autres tissus
notamment le cerveau, NBCel-C dont 1'expression est principalement limitée au cerveau,
NBCel-D et E [Zhu, Kao, Azimov et al., 2010; George Seki, 2012; Suzuki, Seki, Yamada et
al.,2012].

Dans les astrocytes, ce cotransporteur semble moduler 1’excitabilité neuronale en régulant le
pH localement.

L’activité de NBCel est inhibée suite a sa phosphorylation par SPAK. Cette inhibition
nécessite ’intervention de WNKI, qui permet le recrutement de SPAK au niveau du
cotransporteur. Le mécanisme sous-jacent, bien qu’actuellement inconnu, est indépendant de
I’activité kinase de WNKI. Il pourrait impliquer la phosphorylation de sa thréonine 60, a
I’origine de ses interactions avec d’autres partenaires [Yang, Li, So et al., 2011; Hong, Yang,
Shcheynikov et al., 2013].

Afin de vérifier plus précisément si le DDPM nécessite 1’activation du cotransporteur
NBCel pour exercer son activité cytotoxique sur les cellules TG1 quiescentes, une expérience
similaire a celle présentée ci-dessus, a été réalisée, en utilisant dans le cas présent, une gamme
de concentration du composé S0859.

Pratiquement, les cellules ont été prétraitées avec cet inhibiteur a différentes
concentrations pendant 24 heures, puis traitées pendant 24 heures supplémentaires avec
10 uM de DDPM. Le controle utilisé est représenté par les cellules prétraitées pendant
24 heures avec I’inhibiteur, puis incubées en présence de DMSO (1%) pendant 24 heures
supplémentaires.
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Sur la Figure 22, on observe que le composé S0859 seul affecte partiellement la survie
des cellules souches quiescentes a partir de 50 uM.
Le traitement des cellules avec 10 uM de DDPM, en absence de S0859, conduit a la mort des
cellules souches de glioblastome quiescentes comme attendu d'aprés nos précédents résultats.
Le prétraitement des cellules avec S0859 a des concentrations jusqu'a 100 uM protege les
cellules de l'effet cytotoxique du DDPM. Néanmoins, a des concentrations supérieures a
100 uM, la cytotoxicité de S0859 seul est trop importante et masque son effet protecteur.

Donc, I’activation du cotransporteur NBCel semble nécessaire a 1’effet cytotoxique du
DDPM. Ces données ont permis de confirmer les résultats préliminaires obtenus par Jihu
Dong.

TG1 quiescentes prétraitées avec S0859
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Figure 22 : Effet du prétraitement des cellules souches de glioblastome quiescentes avec le composé S0859,
un inhibiteur de cotransporteurs NBC dont NBCel, sur I'activité cytotoxique du DDPM.

Les cellules souches de glioblastome quiescentes sont prétraitées avec S0859 a différentes concentrations
pendant 24 heures. Ce prétraitement est suivi d’un traitement pendant 24 heures supplémentaires avec 10 uM de
DDPM. Le contrdle utilisé est représenté par les cellules prétraitées pendant 24 heures avec différentes
concentrations de S0859, puis incubées en présence de DMSO (1%) pendant 24 heures supplémentaires. Le taux
d'ATP (marqueur de I’activité métabolique) dans chaque puits, qui peut étre relié au nombre de cellules viables,
a 6t¢ mesuré a l'aide du kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay de Promega. La luminescence est
mesurée avec le lecteur de plaques EnVision™ Multilabel Plate Reader platform. Cette expérience est
représentative de 3 expériences indépendantes ayant abouti au méme résultat.
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2.4. Discussion

Les cellules souches cancéreuses sont retrouvées dans de nombreuses tumeurs,
notamment le glioblastome. Elles sont capables d’initier et de propager une tumeur dans des
mode¢les animaux immunodéprimés, ainsi que d’entrer en quiescence, €tat qui les protége de
la plupart des traitements anticancéreux actuels.

Avant mon arrivée, un criblage a haut-débit avait permis d’identifier le bisacodyl et
son métabolite actif, le DDPM, comme des composés a activité cytotoxique envers les
cellules souches de glioblastome en quiescence. De plus, ces composés n'affectent pas la
survie des cellules saines utilisées comme controle (résultats non présentés). A cause de la
résistance des cellules souches de glioblastome aux traitements conventionnels et de la
difficulté a cibler plus particulierement les cellules quiescentes, le profil d'activit¢ du DDPM
semble étre extrémement prometteur.

Le développement futur de ce composé en tant que nouveau candidat médicament
suppose, entre autres, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués
dans son activité. De plus, 1'étude des voies de signalisation conduisant a la mort des cellules
souches cancéreuses quiescentes permettrait de mieux appréhender les mécanismes
physiopathologiques mis en ceuvre dans ces cellules. Ceci pourrait aboutir au développement
de nouvelles stratégies pour cibler efficacement ces cellules.

Afin d’identifier les voies de signalisation activées par le bisacodyl et le DDPM dans
les cellules souches cancéreuses de glioblastome quiescentes, des Human Phospho-Kinase
Arrays ont été réalisés. Ils ont permis d’étudier le niveau de phosphorylation de différentes
kinases et de leurs substrats protéiques, en absence et en présence du bisacodyl. En effet, des
dérégulations de la phosphorylation sont fréquemment observées dans de nombreux cancers,
altérant les fonctions de nombreuses protéines. Cette étude a permis de mettre en évidence
une diminution de la phosphorylation de la thréonine 60 de la kinase WNKI1 a la suite du
traitement avec le composé d'intérét. Au cours du stage, nous avons tout d’abord confirmé ces
résultats par immunoblot.

La phosphorylation de WNKI1 au niveau de la thréonine 60 n'est pas reliée a l'activité
kinase de cette protéine mais plutot a ses interactions avec d'autres partenaires. En effet, la
régulation de l'activité phosphotransférase de WNKI1 implique la phosphorylation des sérines
378 et 382 localisées dans le domaine kinase présent dans la partie N-terminale de la protéine
(acides aminés 221 a 449) [Moniz and Jordan, 2010; McCormick and Ellison, 2011].

Aprées avoir confirmé les résultats obtenus précédemment au laboratoire sur le niveau
d'expression de WNKI1 et sur le niveau de sa phosphorylation au niveau de la thréonine 60,
nous nous sommes intéressés aux éventuelles modifications de l'expression et du niveau de
phosphorylation d'autres protéines participant aux voies de signalisation impliquant WNKI1.

La protéine AKT est une des kinases impliquées dans la phosphorylation de la
thréonine 60 de WNKI1. En effet, il a ét¢ montré¢ dans les adipocytes 3T3-L1 et dans les
cellules HEK 293, que cette protéine est capable d'interagir avec WNKI1 et de phosphoryler
son résidu thréonine 60. Ceci conduit a I'activation d'une autre protéine kinase, SGK1 (Serum-
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and Glucocorticoid-induced Kinase 1). Cette derniére phosphorylerait a nouveau WNKI
amplifiant la signalisation de 1’Insulin-like Growth Factor I (IGF-1). Ces événements
moléculaires moduleraient la prolifération cellulaire (Figure 17) [Moniz and Jordan, 2010;
McCormick and Ellison, 2011].

Les résultats obtenus suggerent que de la méme fagon que pour WNKI, le niveau

d'expression de la kinase AKT ne varie pas dans les différentes conditions testées. A l'inverse,
le niveau de phosphorylation de cette kinase au niveau de son résidu sérine 473, situé¢ dans le
motif hydrophobe en C-terminal, semble diminuer en fonction du temps de traitement avec le
DDPM. Cette diminution est bien corrélée avec la diminution de la phosphorylation de la
thréonine 60 de WNKI1 discutée ci-dessus. Donc, AKT pourrait étre la kinase phosphorylant
la thréonine 60 de WNK1 dans les cellules souches de glioblastome aprés une stimulation de
ces cellules par le DDPM. Par manque de temps, nous n'avons pas pu répéter les expériences
concernant AKT pendant mon stage, mais ces résultats ont ensuite été confirmés par des
expériences supplémentaires.
Par ailleurs, SGK1 a été également impliquée dans la phosphorylation de ce résidu de WNK1
dans d'autres systémes, a la suite de son activation par WNKI1 elle-méme (Figure 17). Cette
activation semble médiée par la phosphorylation de la thréonine 256 de SGK1 située dans sa
boucle d’activation et constituant le site cible de la kinase PDK1 [McCormick and Ellison,
2011]. Ainsi, il serait intéressant d’étudier par immunoblot, le niveau de phosphorylation de la
thréonine 256 de SGK1, a la suite de 1’action du DDPM sur les cellules souches cancéreuses
de glioblastome.

La phosphorylation de WNKI1 au niveau de sa thréonine 60, diminuée en présence du
DDPM ; ne semble pas affecter son activité kinase. Ainsi, nous avons voulu déterminer si le
DDPM entrainait également une modification de 1’activité kinase de cette protéine. A cause
de la non-disponibilité¢ d'anticorps commerciaux reconnaissant les formes phosphorylées des
sérines 378 et 382 essentielles a cette activité, nous n’avons pu réaliser cette observation que
de manieére indirecte. Ainsi, nous avons étudié 1’effet du DDPM sur les kinases SPAK et
OSRI, 2 substrats connus de WNKI1. Nos résultats montrent que les profils d'expression de
ces deux protéines restent constants dans les différentes conditions testées. En revanche, la
phosphorylation de ces protéines sur des résidus cibles de 1’activité kinase de WNK1, diminue
pendant les temps de traitement relativement courts (jusqu’a 30 minutes) et revient a son
niveau initial aprés 2 heures. Ces modifications de la phosphorylation de SPAK/OSR1 en
présence du DDPM, a des sites connus pour étre la cible des kinases WNK, suggérent que
l'activité kinase de WNKI1 serait également modulée par le DDPM. D’autres expériences
seraient nécessaires pour confirmer cette hypothése.

Enfin, nous nous sommes intéressés au role éventuel de différents canaux ioniques
et/ou cotransporteurs substrats de WNKI1, dans l'activité cytotoxique du DDPM, dans les
cellules souches de glioblastome quiescentes. Apres une expérience préliminaire montrant que
seul le cotransporteur NBC semblait intervenir dans ’activité cytotoxique du DDPM, nous
nous sommes intéressés plus précisément a ce cotransporteur. Notre hypothese était que si
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l'effet cytotoxique du DDPM nécessitait 1'activité de ce cotransporteur, S0859 exercerait un
effet protecteur sur les cellules souches cancéreuses traitées avec ce composé. Les résultats
observés dans les cellules souches de glioblastome quiescentes vont dans ce sens, et
confirment les données de 1’expérience préliminaire.

Il est intéressant de noter que toutes les modifications du niveau de phosphorylation
des protéines étudices, qui ont été observées apres traitement des cellules souches cancéreuses
de glioblastome quiescentes avec le DDPM, ne sont pas présentes quand ces cellules sont
traitées dans les mémes conditions, avec un dérivé inactif du composé dépourvu d'activité
cytotoxique. Des résultats similaires ont été observés dans les cellules souches de
glioblastome en prolifération, qui sont également insensibles a l'activit¢ du DDPM dans ces
conditions (résultats non présentés). Ces résultats suggérent que les modifications de la voie
de signalisation de WNKI1 observées en présence du DDPM, pourraient participer a l'action
cytotoxique du composé.

Nous nous sommes alors demandé quels mécanismes, a [’échelle moléculaire,
permettraient d’expliquer le lien observé entre la modulation de la voie de cette kinase
provoquée par le DDPM, et la mort des cellules souches de glioblastome quiescentes induite
par le composé.

Les kinases WNK phosphorylent et/ou interagissent avec de nombreuses protéines
cibles, régulant ainsi leur activité. Actuellement, il existe peu de données dans la littérature
sur cette famille de kinases, mais il a récemment été mis en évidence un rdle émergent de ces
protéines dans plusieurs types de cancers [Moniz and Jordan, 2010] dont les gliomes. Elles
interviennent notamment dans la migration, ’invasion, la prolifération cellulaires et
I’apoptose (Figure 17) [Moniz and Jordan, 2010; McCormick and Ellison, 2011].

D’autre part, les kinases WNK sont impliquées dans la régulation de différents canaux
ioniques et/ou cotransporteurs, permettant notamment de contréler le pH et le volume
cellulaire (Figure 17).

En effet, dans des conditions de stress osmotique ou d’hypertonicité, la
phosphorylation de WNKI1 provoquerait 1’activation des kinases SPAK/OSRI. Ces kinases
activeraient les cotransporteurs NKCC et NCC (cotransporteur Na-Cl) et inhiberaient le
cotransporteur KCC (cotransporteur K-Cl), afin de réguler le pH et I’homéostasie des
¢lectrolytes au niveau des cellules tumorales [Richardson and Alessi, 2008].

Cette observation est corrélée avec le mode d’action du bisacodyl en tant que laxatif. En effet,
ce dernier «augmente (...) la sécrétion intestinale d’eau, d’électrolytes » (Vidal),
certainement via la régulation de différents canaux ioniques.

Les kinases WNKI1 et SPAK sont également responsables de 1’inhibition du
cotransporteur NBCel, via sa phosphorylation [Yang, Li e al. 2011]. Dans le cerveau,
NBCel semble moduler 1’excitabilité neuronale en régulant localement le pH. En effet, la
dépolarisation des cellules gliales a I’origine de 1’excitation neuronale, entraine une hausse du
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calcium intracellulaire. Cette hausse activerait le cotransporteur provoquant une libération de
protons dans le milieu extracellulaire. L’acidose extracellulaire résultante supprimerait alors
I’excitabilité neuronale [Suzuki, Van Paesschen, Stalmans et al, 2010, Hong, Yang,
Shcheynikov et al., 2013].

Le DDPM en modifiant la phosphorylation de la thréonine 60 de WNK1, pourrait ainsi
diminuer les interactions de WNKI1 avec ses partenaires, notamment SPAK. Ce dernier
n’étant pas recruté au niveau de NBCel, serait donc incapable d’inhiber I’activité de ce
cotransporteur. Ainsi, les modifications de la voie de signalisation de WNKI1 observées en
présence du DDPM, provoqueraient la mort des cellules TG1. Cette mort cellulaire pourrait
s’expliquer par 2 mécanismes. Tout d’abord, I’activation du cotransporteur NBCel observée
en présence du DDPM, pourrait étre a I’origine d’une importante accumulation de sodium
dans le milieu interne, toxique pour les cellules TG1. Une autre hypothese est que I’activation
de ce cotransporteur en présence du DDPM, entrainerait une acidification du milieu
extracellulaire. Ceci pourrait ainsi conduire a des perturbations de 1'homéostasie du pH des
cellules souches cancéreuses de glioblastome, qui seraient a 1'origine de la mort cellulaire
observée en présence du composé. Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour
préciser les mécanismes a 1’origine de cette toxicité, notamment une mesure du pH a
I’intérieur des cellules TG1 traitées avec le DDPM (sondes fluorescentes BCECF) [Yang, Li,
So et al., 2011; Hong, Yang, Shcheynikov et al., 2013].

Dans ce contexte, il est intéressant de noter que la mise en quiescence des cellules in
vitro conduit a ’acidification de leur milieu de culture (= pH 6,6), et que cette acidification
est nécessaire pour 1’activité du DDPM. En effet, d’autres résultats obtenus au laboratoire,
montrent que si le pH extracellulaire des cellules souches cancéreuses de glioblastome
quiescentes est ramené a des valeurs physiologiques, l'activité cytotoxique du DDPM est
diminuée. A l'inverse, les cellules souches cancéreuses de glioblastome en prolifération
traitées avec le composé en conditions acides deviennent plus sensibles a son action. Notre
hypothese est que l'activité de WNKI et de ses activateurs/effecteurs, serait nécessaire a la
survie des cellules dans des conditions particulieres comme le sont 1'état quiescent et/ou
l'acidité extracellulaire. Le DDPM diminuerait l'efficacité de ce systeme, conduisant a la mort
cellulaire.

L'éventuelle perturbation de I'homéostasie du pH par le DDPM, est d'autant plus
intéressante qu'au sein des tumeurs, les cellules souches cancéreuses sont capables de survivre
dans les conditions défavorables d'acidité et d'hypoxie du microenvironnement tumoral, et
voient leur caractere indifférencié et leur agressivité augmenter dans ces conditions
[Heddleston, Li, McLendon et al., 2009]. Le DDPM, en perturbant la voie de WNK1 pourrait
empécher les cellules de s'adapter a ces environnements hostiles, et conduire a leur
¢limination.
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2.5. Analyse critique

Le travail réalisé au cours de mon stage est fondé sur I’existence de cellules souches
cancéreuses au sein des glioblastomes. Nous avons vu précédemment que le concept de
cellules souches cancéreuses restait controversé au sein de la communauté scientifique
(paragraphe 1.2.3). Ainsi peut se poser la question de la validité de notre modele d’étude
cellulaire.

D’autre part, différents outils méthodologiques ont ét¢ utilisés afin d’étudier I’effet du
DDPM sur les cellules souches cancéreuses de glioblastome quiescentes. Ces outils présentent
certaines limites qu’il parait important de préciser.

2.5.1. Outils méthodologiques

Apres identification du bisacodyl et de son métabolite actif, le DDPM, par criblage a
haut-débit, une des premicres ¢étapes au laboratoire, a consist¢ a étudier les voies de
signalisation perturbées par le bisacodyl a 1’aide des Human Phospho-Kinase Arrays (R&D
systems™). Ces puces permettent de détecter simultanément les niveaux de phosphorylation
relatifs de 44 sites situés dans 38 protéines différentes. Leur conception a donc limité notre
¢tude a certains sites de phosphorylation situés dans certaines protéines spécifiques. De plus,
leur colit (645 € le kit) ne nous a permis de tester qu’un certain nombre de conditions
(controle et bisacodyl pendant 2 heures).

Ensuite, des expériences d’immunoblot nous ont aidés a confirmer les résultats
obtenus a I’aide des Human Phospho-Kinase Arrays, puis a étudier plus précisément les voies
de signalisation de WNKI1 dans les cellules souches de glioblastome. Une des principales
limites de cette technique est la qualité des anticorps utilisés. Ainsi, il est nécessaire de
s’assurer de leur spécificité, notamment par immunoblot.

D’autre part, nous avons ¢été restreints dans notre ¢étude par la non-disponibilité
commerciale de certains anticorps dirigés contre les sérines 378 et 382 du domaine kinase de
WNKI. Ces anticorps nous auraient permis de détecter des variations de I’activité kinase de la
protéine directement par immunoblot.

La derniére partie de notre investigation a consisté a étudier I’effet du DDPM sur les
cellules souches de glioblastome, a la suite de I’inhibition de cotransporteurs NBC,
notamment NBCel. Pour y parvenir, nous avons utilis¢ un test de viabilité cellulaire
(CellTiter-Glo® Cell Viability Assay Promega) permettant de déterminer le nombre de cellules
viables en culture en se basant sur la mesure du taux d’ATP. Cependant, ’ATP est un
marqueur de I’activité métabolique, et une baisse de cette activité n’est pas nécessairement
corrélée a la mort cellulaire. Il s’aveére donc nécessaire de confirmer le pourcentage de
viabilité par une autre approche, notamment un test au bleu trypan, le test MTT (sel de
tétrazolium), ou par des tests de détection de 1I’apoptose (Annexine 5, caspase 3...).
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2.5.2. Modéle d’étude

Actuellement, la théorie des cellules souches cancéreuses demeure controversée au
sein de la communauté scientifique. Dans ce contexte, il est essentiel de s’assurer que nos
cellules posseédent toutes les caractéristiques fonctionnelles définissant les cellules souches.
Nous avons ainsi détaillé précédemment les différentes analyses réalisées par 1’équipe du Dr
H. Chneiweiss pour définir les cellules souches cancéreuses de glioblastome provenant de
plusieurs patients, notamment les cellules TG1 utilisées lors de mon stage (paragraphe 11.1.2.).

D’autre part, nous pouvons nous interroger sur la représentativité du modele in vitro
par rapport a la croissance tumorale in vivo, notamment en ce qui concerne les caractéristiques
de ces cellules souches sorties de leur microenvironnement naturel. Ainsi ces cellules
humaines en culture risquent de perdre une partie de leurs potentialités (paragraphe 1.2.3).
Dans ce cas, sommes-nous toujours capables de reproduire in vitro 1’hétérogénéité observée
entre les différents patients atteints de glioblastome ?

Une autre contrainte est liée a la plasticité des cellules souches. En effet, a un instant
donné, la population présente au sein de nos cultures n’est pas forcément homogéne, des
cellules possédant des propriétés souches pouvant cotoyer des progéniteurs plus ou moins
différenciés. De plus, nos cellules pourraient subir d’éventuelles modifications de leurs
caractéristiques au cours des passages, notamment d’un point de vue génétique.

Afin de pallier ces limites, une caractérisation fonctionnelle réguli¢re des cellules est
réalisée, et ces cellules sont utilisées a des passages bien définis : 20 a 30. En dessous du
passage 20, leur nombre est insuffisant pour permettre des manipulations, au-dela de 30, les
cellules subissent des modifications génétiques, notamment une amplification ou des délétions
de régions localisées sur le chromosome 7.

Par ailleurs, un point capital pour la valorisation du DDPM, est de développer des
modeles d’étude de I’efficacité de ce composé in vivo.

Le modéele in vivo classique de développement de glioblastomes, est un modele
orthotopique consistant a injecter dans le cerveau de souris immunodéprimées (Nude,
NOD/SCID), les cellules de la lignée humaine U87, obtenue a partir d’un patient de 44 ans
atteint d’un glioblastome primaire. Apreés quelques semaines de développement tumoral, un
ou plusieurs anticancéreux sont administrés afin d’étudier leur capacité a diminuer la taille de
la tumeur. Ce mod¢le présente peu d’intérét dans notre cas, le DDPM étant trés peu actif sur
les cellules U87. C’est pourquoi deux modeles plus pertinents sont proposé€s ; un modele
ectopique et un modele orthotopique, développés a partir des cellules TG1.

Le modeéle ectopique consiste a injecter dans le flanc de souris immunodéprimeées, une
petite quantité de cellules souches cancéreuses de glioblastome TG1, préalablement cultivées
in vitro en présence de bisacodyl. Apres 21 jours, un marquage a la vimentine permet
d’observer D’efficacit¢ du composé, en fonction de la présence ou de I’absence d’un
développement tumoral.

Le second modele est un modéle orthotopique dans lequel une petite proportion de
cellules souches cancéreuses de glioblastome TG, est directement injectée dans le cerveau de
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souris immunodéprimées. La tumeur se développe pendant environ 6 mois. Ensuite, le
bisacodyl seul ou associé¢ a d’autres anticancéreux, est administré a la souris afin d’observer
son efficacité. Une des limitations de ce modéele est le temps de formation des glioblastomes.

Enfin une limitation principale au développement de médicaments agissant au niveau
cérébral, est la capacité de ces molécules a franchir la BHE afin d’exercer leurs effets. Pour
étre efficace, le DDPM doit parvenir au sein du glioblastome afin de cibler les cellules
souches cancéreuses. Dans ce contexte, une injection intra-péritonéale de 300 mg/kg 2 fois
par jour chez la souris, a mis en évidence une absence de toxicité (notamment une absence
d’effets laxatifs) et la présence d’une concentration moyenne de 1,4 uM (supérieure a I’EC50
de 1 uM) dans le cerveau apres 6 heures, témoignant de la traversée de cette BHE par le
DDPM.
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3. Conclusion et perspectives du travail expérimental

3.1. Conclusion : Modéle proposé pour ’action du DDPM

La synthése des différents travaux réalisés au cours de mon stage nous a permis de
proposer un modele d’action du DDPM.

Les observations actuelles sont insuffisantes pour déterminer la maniére dont ce
composé commence a exercer son effet cytotoxique sur les cellules souches cancéreuses
quiescentes de glioblastome. En effet, il pourrait soit interagir avec des protéines situées a la
surface de la membrane plasmique des cellules quiescentes ; soit pénétrer directement a
I’intérieur de ces derni€res par un mécanisme encore inconnu, provoquant a terme, la mort de
ces cellules.

Toutefois, les diverses manipulations réalisées ont montré, en présence de ce composé,
une diminution de la phosphorylation de la thréonine 60 de WNKI1, ainsi que de la sérine 473
d’AKT, un partenaire de WNKI1 agissant en amont. La diminution de la phospohrylation des
sérines 373 et 325 de SPAK et OSR1 respectivement, a permis de mettre en évidence des
modifications de I’activité¢ kinase de WNKI1 en présence du DDPM. Enfin, en inhibant le
cotransporteur NBCel, un substrat de SPAK et WNKI1, par I’intermédiaire du composé
S0859, les cellules quiescentes sont partiellement protégées de 1’activité cytotoxique du
DDPM (Figure 23).
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Figure 23 : Modéle proposé pour I'action du DDPM.

Une perturbation de la voie de signalisation impliquant la kinase WNKI1 et certains de ses partenaires : les
kinases AKT, SPAK/OSRI1 ainsi que le cotransporteur NBCel ; est observée a la suite de I’action du DDPM sur
les cellules souches cancéreuses (CSCs) de glioblastome quiescentes. Les mécanismes a l’origine des
modifications observées dans cette voie, sont actuellement inconnus.
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Ainsi nous avons pu mettre en évidence la perturbation d’une voie de signalisation
impliquant la kinase WNKI1 et certains de ses partenaires : les kinases AKT, SPAK/OSRI1
ainsi que le cotransporteur NBCel, a la suite de I’action du DDPM sur les cellules souches
cancéreuses TG1 quiescentes. Les manipulations futures doivent permettre de préciser le
mécanisme d’action de ce composé au sein de cette voie, mais également son implication
¢ventuelle dans d’autres voies de signalisation.

3.2. Perspectives

Les résultats présentés ont permis d'impliquer la signalisation de WNKI1 dans 1'action
cytotoxique du DDPM, dans les cellules souches de glioblastome TG1 dérivées de la tumeur
d'un patient. Au laboratoire, des cellules souches cancéreuses de glioblastome provenant
d'autres patients sont disponibles. Le DDPM a également une activité cytotoxique envers ces
cellules, qui possédent chacune des caractéristiques moléculaires propres, d’ou I’intérét de ce
composé. Ainsi, il est prévu de vérifier si les mémes perturbations de signalisation sont
observées dans ces cellules.

I1 est également envisagé d'étudier 1'effet du DDPM dans le cas ou la voie de WNK1
est perturbée, soit par l'inhibition de I'expression de cette kinase par une approche d'’ARN
interférence, soit par la surexpression de cette protéine dans les cellules souches de
glioblastome. Pour cette raison, nous avons commencé a développer lors de mon stage, les
outils moléculaires (vecteurs d'expression recombinants) nécessaires a la réalisation de ces
expériences. Les clonages qui permettront la surexpression d'ARN interférents dans les
cellules sont actuellement terminés, et les différentes constructions sont fonctionnelles. La
séquence codant le variant le plus fréquent de WNKI, a été obtenue par synthese totale
réalisée par la société GeneArt“Gene Synthesis, Life Technologies (ThermoFisher Scientific).

Les résultats suggerent que des modifications de la phosphorylation de la kinase
WNKI au niveau de la thréonine 60, pourraient jouer un role dans l'activité cytotoxique du
DDPM. Ces variations perturberaient les interactions de WNKI1 avec ses partenaires. Afin de
confirmer la nécessité de ces variations pour l'action du DDPM, il est prévu d’étudier I'effet
du composé en présence de mutants phosphomimétiques (thréonine (T) mutée en acide
aspartique (D) ou en acide glutamique (E)) ou de mutants non phosphorylables (thréonine (T)
mutée en alanine (A)) au niveau de ce résidu.

De plus, il est envisagé de déterminer si l'activité kinase de WNKI1 est ¢galement
requise pour l'action du DDPM, comme suggéré par les résultats obtenus sur SPAK/OSRI.
Pour cela, la cytotoxicit¢ du DDPM sera déterminée en présence de mutants dépourvus
d'activité catalytique (mutants kinase-dead de WNKI1), ou de mutants phosphomimétiques et
non phosphorylables des résidus sérine du domaine kinase, dont la phosphorylation est
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nécessaire pour l'activité phosphotransférase. Ces différents mutants seront obtenus par une
approche de mutagenése dirigée.

Lors de la surexpression de ces différents mutants de WNKI, le niveau endogéne de la
protéine sauvage pourrait influencer les résultats. Afin de s’en affranchir, les siARN exprimés
a partir des séquences insérées dans le plasmide choisi, éteindront 1’expression de WNK1
endogene, en méme temps que les formes mutées (ou non) de la kinase seront surexprimées.
Pour cela, des mutations silencieuses seront créées par mutagénése dirigée, sur la séquence
codant la protéine WNK1 exogéne, obtenue par synthése totale (société Genedrt“Gene
Synthesis, Life Technologies). Elles lui permettront ainsi d’échapper a I’action des siARN
sans affecter son activité (Figure 24).
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Figure 24 : Validation du role de WNK1 et de ses activités impliquées dans ’effet cytotoxique du DDPM.
Afin d’observer I’effet du DDPM a la suite de perturbations de la voie de WNKI, deux approches sont
envisagées. La premiére consiste a inhiber I’expression de WNK1 par ARN interférence. Ainsi aprés mon stage,
des séquences codants pour des siARN ciblant différentes régions de WNK1, synthétisées par la société Furofins
Genomics, ont été insérées dans un plasmide pEGFP-N2 modifié, ensuite transfecté dans les cellules souches de
glioblastome. Ces constructions sont actuellement fonctionnelles. La deuxiéme approche consiste a surexprimer
la kinase WNKI1 sauvage en insérant sa séquence codante, obtenue par synthése totale par la société
GeneArt®Gene Synthesis, Life Technologies (ThermoFisher Scientific), également dans ce plasmide pEGFP-N2
modifié, derriere le promoteur fort CMV. Afin de permettre a cette protéine d’échapper a 1’action des siARN
sans affecter son activité, des mutations silencieuses sur sa séquence codante seront créées par mutagénése
dirigée. D’autre part, afin de déterminer les activités de WNK1 nécessaires a 1’effet cytotoxique du DDPM,
différents mutants affectant soit I’activité catalytique de WNK1 (Lysine 233, Sérine 378 ou 382, du domaine
catalytique), soit ses interactions avec d’autres partenaires (Thréonine 60) seront surexprimés. Pour cela, des
mutants phosphomimétiques ou non phosphorylables seront construits, en modifiant différents sites de WNK1
(Sérine 378, 382 ou Thréonine 60). Des mutants dépourvus d’activité catalytique (kinase-dead) seront obtenus
en remplagant la lysine 233 du domaine kinase par une méthionine empéchant le positionnement correct de
I’ATP. En parallele, une approche d’ARN interférence permettra d’inhiber le niveau endogeéne de cette kinase
afin qu’il n’interfere pas avec nos résultats.
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Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence une des voies qui
semblerait impliquée dans l'action cytotoxique du DDPM.

Néanmoins, les cibles directes du composé sont, a ce jour, inconnues. Afin de les
identifier, une approche de chromatographie d'affinité couplée a de la spectrométrie de masse
en collaboration avec 1'équipe du Dr Cianférani (LSMBO UMR 7178, IPHC, Strasbourg), est
envisagée. Plus précisément, la chromatographie d’affinité consistera a greffer le DDPM sur
des billes de sépharose B (résine) activées par du bromure de cyanogeéne (CNBr). Ces billes
seront ensuite incubées en présence d’extraits de cellules souches cancéreuses de glioblastome
afin de retenir préférentiellement les cibles directes du DDPM. Les molécules non fixées
seront ¢liminées par lavages. Les cibles seront ensuite récupérées par ¢lution et analysées par
spectrométrie de masse.

D’autre part, comme mentionné précédemment, seules quelques données de la
littérature relient actuellement les kinases WNK a la physiopathologie des cellules souches
cancéreuses. Or nos résultats suggerent que ces kinases pourraient jouer un réle au moins dans
les cellules souches cancéreuses de glioblastome (différences de phosphorylation entre
cellules en prolifération et quiescentes et a différents pH).

Les outils développés actuellement seront donc aussi utilisés pour les études du rdle
des kinases WNK dans ce contexte (Figure 25).
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Figure 25 : Etude du role de WNK1 dans la physiopathologie des cellules souches cancéreuses de
glioblastome.

Les outils développés précédemment (Figure 24) seront utilisés pour étudier plus précisément le role de la kinase
WNKI1 dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome en général, indépendamment du traitement par le
DDPM.
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L'ensemble de ce travail devrait conduire a une meilleure compréhension des
mécanismes sous-jacents a la cytotoxicité du bisacodyl/DDPM. Ceci est indispensable pour le
développement futur de ce composé, en tant que médicament candidat dans le traitement du
glioblastome, notamment en association avec le témozolomide qui cible les cellules de la
masse tumorale. Ceci dans I’espoir d’éradiquer la tumeur a long terme.

De plus, il pourrait étre envisagé d’élargir 1’utilisation du bisacodyl/DDPM au
traitement d’autres types de tumeurs, au sein desquelles sont également retrouvées des
cellules souches cancéreuses. Dans ce contexte, il existe un brevet en France concernant
I’utilisation du bisacodyl et de ses analogues dans le traitement des cancers.

80



Conclusion générale

Les Glioblastomes ou astrocytomes de grade IV (OMS 2007) [Louis, Ohgaki, Wiestler
et al., 2007], sont les tumeurs cérébrales les plus fréquentes et les plus agressives. Ces
derniéres années, de nombreux progres ont été réalisés, notamment dans la caractérisation de
ces tumeurs sur le plan moléculaire avec la classification du NIH, ainsi que dans leur prise en
charge (techniques neurochirurgicales, médecine personnalisée, nanomédecine). Cependant,
le pronostic de ces tumeurs demeure trés sombre avec une médiane de survie d’environ 14
mois avec le traitement conventionnel (protocole de Stupp), augmentée de 6 mois seulement
par I’ajout de thérapies ciblées.

Une des origines de ce mauvais pronostic est 1’hétérogénéité tumorale. En effet, on
retrouve au sein de ces tumeurs une majorité de cellules de la masse tumorale possédant une
capacité proliférative limitée, mais également une petite proportion de cellules dotées de
propriétés particuliéres : les cellules souches cancéreuses.

Les cellules souches cancéreuses ont été mises en évidence dans différents types de
tumeurs dont les glioblastomes, méme si ce concept reste controvers¢ au sein de la
communauté scientifique. Les cellules souches cancéreuses sont définies comme des cellules
capables d’initier et de propager une tumeur dans des modeles animaux immunodéprimés.
Elles sont capables de se maintenir au sein des tumeurs dans un état quiescent, état qui leur
permet d’échapper aux traitements anticancéreux actuels. Ainsi, il s’aveére nécessaire de
développer de nouveaux traitements ciblant a la fois les cellules de la masse tumorale et les
cellules souches cancéreuses.

Dans ce contexte, le laboratoire d’Innovation Thérapeutique de la faculté de pharmacie
de Strasbourg a mis en évidence a la suite d’un criblage a haut-débit, une molécule ; le
bisacodyl et son métabolite actif ; le DDPM. Ces composés semblent prometteurs dans la
mesure ou ils exercent leur effet cytotoxique uniquement sur les cellules souches cancéreuses
de glioblastome quiescentes.

Afin d’identifier et étudier les voies de signalisation activées par le bisacodyl et le
DDPM dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome quiescentes, une étude réalisée
a ’aide de puces phosphoprotéiques a mis en évidence une diminution de la phosphorylation
de la thréonine 60 de la kinase WNKI1. Un immunoblot nous a permis de confirmer ces
résultats. Nous avons ensuite montré que le DDPM affectait la phosphorylation d’autres
protéines participant a la méme voie, notamment la kinase AKT agissant en amont de WNKI.
De plus, la diminution en présence du DDPM, de la phosphorylation de SPAK/OSR1 a des
sites connus pour étre la cible des kinases WNK, suggere que ce composé modulerait
I’activité kinase de WNK1. Enfin, I’inhibition du cotransporteur NBCel, un des substrats de
WNKI et SPAK, proteége partiellement les cellules TG1 quiescentes de 1’action cytotoxique
du DDPM, preuve de I’'implication de ce cotransporteur dans 1’efficacité du composé.

Des études futures doivent permettre de mieux comprendre le mécanisme d’action du
DDPM dans le but d’utiliser un jour, ce composé comme nouveau candidat médicament dans
le traitement du glioblastome, notamment en association avec le témozolomide.
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Annexe 1 : Arbre décisionnel de prise en charge des glioblastomes chez les patients
de moins (A) et de plus (B) de 70 ans. selon le référentiel régional de neurologie
Oncomip (réseau de cancérologie de midi-pyrénées), mars 2011. (RCP : Réunion de
concertation pluridisciplinaire).

A) Patients dgés de 70 ans ou moins

GLIOBLASTOME < 70 ans

References {non exhaustives) : Standard : Chirurgie
Friedman JCO 2000 Kreisl JO0 2000
Option : Gliadel
Vredenburgh Clin Cancer Res 2007 Zumiga 2009
Perry JC0 2000
Fabrim J Newra Cncol 2008
( PROTOCOLE STUPP )
( SIRECIDIVE ]
*TRAITEMENTS HORS AMM
REPRISE CHIRURGICALE
i PRISE EN CHARGE
51 possible

PALLIATIVE

Option ; GLIADEL

|

CCHIMIGTI—IERAPIE

Pas de standard defini en 2" et 3eme ligne : décision i prendre en RCP

2nd ligne ; discuter bevacizumab * bevacizumab associé au CPT11 *, temodal
continu * ou NITOSoUrées

Alternative envisageable en 3eme ligne : CARBO/VP16*
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B) Patients dgés de plus de 70 ans

GLIOBLASTOME > 70 ans

[Si possible : Evaluation génatrique ne retardant pas le délai de la prise en charge]

| SIBON ETAT GENERAL | (SIMAUVAIS ETAT GENERAL |

|

G_hirurgit : exérése si pnssi@ C Chirurgie : biopsie )
Pas de standard validé : a discuter en RCP 1 l

! PRISE EN CHARGE
( CHIMIOTHERAPIE ]( e )

PALLIATIVE
[ PROTOCOLE STUPP J TEMODAL

50 Gy en 28 fractions ou
40 Gy en |5 fractions

Option a discuter en RCP : RADIOTHERAPIE adaptée a I'age
* Selon protocole RSP :50 Gy en 28 fractions (NEJM Keime-Guibert 2007)
* Selon protocole ROA (40 Gy en 15 fractions (JCO ROA 2004)

REPRISE CHIRURGICALE Y Option: ; ( CHIMIOTHERAPIE )

\duu_uu_nn
J i possi GLIADEL
[ SIRECIDIVE ) < C Si possible

ILI'HF comple Pas de standard defini en 2% et Jeme ligne : décision &
état pénéral prendre en RCP
2m Jigne - discuter bevacizumah * bevacizumab associé au
* TRAITEMENTS HORS AMM PRISE EN CHARGE CPTII *, temodal continu * ou nitrosourées
PALLIATIVE Alternative envisageable en 3eme ligne : CARBO/VP16*
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Annexe 2 : Test des neurosphéres pour I’isolement et la propagation de cellules
souches de tumeurs cérébrales en culture.

Le test des neurosphéres est un systetme de culture sélectif, dépourvu de sérum mais
contenant les facteurs de croissance EGF et FGF2.

Dans ce milieu sont dissociées puis cultivées des cellules prélevées lors de la biopsie d’un
patient atteint d’une tumeur cérébrale. Dans ces conditions particulieres, les seules cellules
qui vont survivre a long terme et se propager en formant des neurosphéres, sont les cellules
cancéreuses qui possédent des propriétés souches. Ces cellules peuvent ensuite Etre
dissociées et cultivées dans un milieu frais afin de produire des neurosphéres secondaires
et ainsi de suite, permettant la génération de nombreux progéniteurs (descendants). En
supprimant les facteurs de croissance, les cellules peuvent alors se différencier en
formant des neurones, astrocytes, oligodendrocytes. D’aprés Vescovi, Galli and
Reynolds, (20006).
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Annexe 3 : Quantification des protéines par la méthode de Lowry.

Deux ¢tapes entrainent la formation d’une couleur bleue principalement due aux acides
aminés tyrosine et tryptophane. La réaction entre la protéine et du cuivre en milieu alcalin
conduit a la formation d’un complexe protéines-Cuivre. Ce complexe entraine alors la
réduction du réactif de Folin par la perte de 1, 2 ou 3 atomes d'oxygeéne, produisant ainsi une
ou plusieurs formes réduites possibles de ce réactif colorées en bleu avec une absorbance
maximale a 750 nm. La coloration bleue obtenue est proportionnelle a la quantité de protéine.

OH- OH-
Protein + Cu? Protein-Cult | , £/ lin-Ciocalteu A=750mm
(Peptide bonds) Complex
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Annexe 4 : Principe du kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagent.

La chimiluminescence est 1'émission de lumiére produite dans une réaction a plusieurs étapes
dans laquelle la peroxydase catalyse I'oxydation de luminol. En présence d'activateurs et de
catalyseurs chimiques, l'intensité¢ et la durée de I'émission de lumiére sont grandement
accrues : processus de chimioluminescence amplifiée (ECL). Cette technique basée sur la
peroxydase de Raifort (HRP) conjuguée aux anticorps secondaires est une méthode de
détection sensible ou I'émission de lumiére est proportionnelle a la quantité de protéines (GE

Healthcare Life Sciences).

0 *
NH 0
b HRP
Hol, + N T {iu B

HH; O

Luminol

(eereose™

NH: O

3-aminophtalate*
(état excité)

ECL

0
0
NH: O

@ 425 nm

3-aminophtalate
(état de repos)

Le réactif de détection (ECL reagent)
réagit avec la HRP, ce qui génére une
émission de lumiére

L’anticorps secondaire
conjugué avec la
peroxydase de raifort
(HRP) reconnait
’anticorps primaire

o7 N\~

&
Y
Protéines transférées . ' )
sur la membrane depuis y

le gel d’¢lectrophorese =

L’anticorps primaire se fixe
spécifiquement sur sa protéine cible

A

3

94



Annexe 5 : Principe du kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay.

Cette méthode homogeéne, en une étape, utilise I’action de la luciférase pour déterminer le
nombre de cellules viables en culture. Elle est basée sur la quantification de ’ATP présente
dans les cellules, ce marqueur de 1’activité métabolique étant directement li¢ a la viabilité. La
mono-oxygénation de la luciférine est catalysée par la luciférase en présence de Mg, d’ATP
et d’oxygeéne moléculaire.
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Etude du mode d’action d’un composé actif
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RESUME :

Les glioblastomes ou astrocytomes de grade IV (OMS 2007), sont les tumeurs cérébrales les plus
fréquentes et les plus agressives. Malgré les traitements actuels combinant chirurgie, radio- et chimiothérapies,
les glioblastomes présentent un mauvais pronostic, notamment a cause de leur hétérogénéité. En effet, ils sont
constitués en majorité¢ de cellules de la masse tumorale, mais également d’une petite proportion de cellules
particuleres : les cellules souches cancéreuses (CSCs). Les CSCs sont définies comme des cellules possédant la
capacité d’initier et de propager une tumeur. Elles sont dotées de propriétés qui leur permettent d’échapper aux
traitements anticancéreux actuels. Elles sont notamment capables de se maintenir au sein des tumeurs dans un
état quiescent qui les protége des molécules antiprolifératives.

Un criblage a haut-débit a permis d’identifier le bisacodyl et son métabolite actif, le DDPM, comme des
composés ayant une activité cytotoxique spécifiquement dirigée envers les CSCs de glioblastome quiescentes.
Le but de notre projet est d'identifier et d'étudier les voies de signalisation activées par le DDPM dans les
cellules souches de glioblastome quiescentes. Une étude effectuée avant mon arrivée, a l'aide de puces
phosphoprotéiques, a permis de mettre en évidence une diminution de la phosphorylation de la thréonine 60 de la
protéine kinase WNK, en présence du composé.

Le premier objectif de mon stage a été de confirmer par immunoblot, les résultats obtenus
précédemment. Nous avons montré que le DDPM affectait également la phosphorylation d'autres protéines
participant a la méme voie, dont la kinase AKT agissant en amont de WNK1. De plus, la diminution en présence
du DDPM, de la phosphorylation de SPAK/OSRI1 a des sites connus pour étre la cible des kinases WNK,
suggere que ce composé modulerait I’activité kinase de WNK1. Un dérivé inactif du DDPM n'a pas d'effet sur le
niveau de phosphorylation de ces protéines, suggérant que les modifications observées pourraient étre liées a
l'action cytotoxique du composé. Enfin, nous avons montré que l'inhibition du cotransporteur NBCel, un des
substrats de WNK1 et SPAK, protége partiellement les CSCs de glioblastome quiescentes de l'action cytotoxique
du DDPM, suggérant un role de cette protéine dans l'efficacité du composé.

Ces études devraient permettre une meilleure compréhension du mécanisme d’action du DDPM sur les
CSCs. Ceci est un des objectifs a atteindre pour le développement de ce composé en tant que nouveau candidat
médicament dans le traitement du glioblastome, notamment en association avec le t¢émozolomide.
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