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Avant-propos

Depuis de nombreuses années, les découvertes et les innovations thérapeutiques se sont
enrichies en mettant le patient au centre du processus de la recherche : c’est le concept de
recherche translationnelle ou recherche de transfert. La recherche translationnelle, chainon
manquant entre recherche fondamentale et recherche clinique, doit assurer le lien entre une
recherche fondamentale essentielle a tout progres, et une recherche clinique, se préoccupant
du patient dans sa réalité complexe d’étre humain, en développant les applications médicales
des connaissances les plus récentes. Ce type de recherche doit nécessairement se développer a
proximité du patient, afin de permettre un flux bidirectionnel continu entre cliniciens et

chercheurs. En oncologie, la recherche translationnelle a notamment pour objectif de :

(i) tester la pertinence d’une hypothése biologique pour le diagnostic, le pronostic,

le traitement, la prévention ou I’analyse du risque de cancer,

(ii) déterminer les bases biologiques d’une observation faite en clinique ou dans une

population.

Ceci a pour conséquences d’améliorer le dialogue entre cliniciens et fondamentalistes, afin
d’une part d’orienter la recherche fondamentale vers des problemes pertinents au regard de la
clinique, et d’autre part, de permettre aux cliniciens un acces efficace aux avancées les plus

récemment acquises dans les laboratoires.

C’est dans ce contexte qu’a été effectuée I’étude rapportée dans ce mémoire. Les
expérimentations ont en effet été réalisées au sein de I’EA 4001 "Radiopotentialisation : de la
préclinique a la clinique" a la Faculté de Médecine de Nancy, dont la thematique de recherche
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consiste a évaluer la possibilité d’obtenir une radiopotentialisation grace a de nouveaux agents

médicamenteux sur des modéles de xénogreffes de tumeurs d’origine humaine.

Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés a un type particulier de tumeurs
cérébrales, les gliomes malins, dans le traitement duquel les associations radiothérapie-
chimiothérapie concomitantes constituent depuis peu un standard thérapeutique post-
chirurgical. En dépit de progrés tres importants réalisés en neurochirurgie et en neuro-
imagerie, le pronostic des patients atteints de gliome malin reste trés péjoratif, avec une survie
médiane atteignant seulement 15 mois. De nouveaux traitements ou une amélioration des

thérapeutiques existantes sont donc nécessaires.

Les inhibiteurs de protéasome constituent une classe de médicaments anticancéreux
récemment développée. Ces agents, classiqguement décrits comme des inducteurs d’apoptose,
ont démontré un potentiel cytotoxique intéressant sur de nombreuses lignées de cellules
tumorales in vitro, dont les gliomes malins. En outre, ces molécules présentent des proprietés
radiosensibilisantes démontrées aussi bien in vitro que in vivo sur divers modeles tumoraux.

Aucune étude n’a été menée jusqu’a présent sur des modéles in vivo de gliome de haut grade.

Dans ce cadre, nos objectifs ont éte d’évaluer I’intérét d’un inhibiteur de protéasome, le
bortézomib (Velcade®), en tant qu’agent radiosensibilisant sur deux modéles de gliome malin
humain xénogreffés chez la souris nude. L’intégration de ce projet dans un contexte de
recherche translationnelle nous a conduit a comparer I’effet des traitements en utilisant des
schémas modelés sur la clinique (a la fois pour la chimiothérapie et pour la radiothérapie)
avec des schémas plus classiquement utilisés dans les études précliniques. Nous avons ainsi
été amenés a préciser les mécanismes moléculaires et cellulaires gouvernant les réponses a la
radiothérapie et a la chimiothérapie administrés en évaluant I’impact du fractionnement

"clinique™ des traitements.
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Chapitre 1 : Les gliomes malins

I. Les tumeurs primitives du systéme nerveux central

A. Epidémiologie

1. Fréquence et mortalité

Les tumeurs primitives du systeme nerveux central sont des tumeurs rares qui sont estimées a
2% de I’ensemble des cancers de I’adulte et a 23% des cancers de I’enfant. Le recensement
national de ces tumeurs chez I’adulte est en cours de mise en place a I’échelon francais sous
I’égide de I’Association des Neuro-Oncologues d’Expression Francaise, de la Société
Francaise de Neurochirurgie et de la Société Francaise de Neuropathologie. Classiquement,
ces tumeurs incluent I’ensemble des gliomes, les méningiomes, les neurinomes, les

lymphomes et les tumeurs embryonnaires (1).

L’incidence globale de I’ensemble des tumeurs primitives du systéme nerveux central
(bénignes et malignes) est de 15,8 cas pour 100 000 habitants par an en France, similaire a

celle retrouvée dans les pays industrialisés (1).

Les gliomes constituent un groupe hétérogene de tumeurs regroupant plus de 50% des
tumeurs cérébrales primitives et sont principalement représentes par les tumeurs astrocytaires
(notamment astrocytomes anaplasiques et glioblastomes), oligodendrocytaires et mixtes. Leur
incidence spécifique est de I’ordre de 7,0 cas pour 100 000 habitants par an. Il existe une
Iégére prédominance masculine. Tous gliomes confondus, le pic d’incidence se situe entre 50

et 65 ans. Toutefois, I’incidence des tumeurs gliales augmente tres nettement avec I’age :
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ainsi, de 1,8 / 100 000 habitants par an entre 20 et 29 ans, I’incidence passe a 18,6 / 100 000
habitants par an entre 70 et 79 ans. Des études ont montré une incidence stable des gliomes
dans tous les groupes d’age, sauf pour les patients de plus de 85 ans ou I’augmentation de
I’incidence est avérée. Parmi les gliomes, les glioblastomes sont les plus fréquents avec une
incidence de 5,3 pour 100 000 habitants par an (2, 3).

Les tumeurs cérébrales primitives représentent 2% de la mortalité par cancer et sont la
seconde cause de mortalité tumorale chez les enfants de moins de 15 ans apres les leucémies.
En dépit des progrés réalisés en imagerie, en neurochirurgie ainsi que dans les approches
thérapeutiques, le pronostic des patients atteints de tumeurs cerébrales primitives reste tres
péjoratif : dans le cas des formes les plus graves (glioblastome), la survie médiane n’excéde

pas 15 mois et moins de 3% des patients sont toujours vivants 5 ans apreés le diagnostic (4).

2. Facteurs de risques

Il a été démontré qu’une irradiation cérébrale, notamment realisée dans I’enfance exposait au
risque de tumeur cérébrale secondaire (irradiation prophylactique de I’encéphale dans le cadre
des leucémies aigués lymphoblastiques, par exemple). Indépendamment de ces situations
specifiques, aucun facteur professionnel ou d’environnement n’a démontré son implication
dans le développement des tumeurs cérébrales, méme si des agents chimiques commes les
pesticides organochlorés sont soupconnés d’intervenir dans la genése de ces tumeurs (5, 6).
Par ailleurs, certains syndromes génétiques sont associés a un risque accru de développement
de tumeurs cérébrales. C’est notamment le cas des neurofibromatoses de type | et Il, de la

sclérose tubéreuse, des syndromes de Turcot et de Li-Fraumeni (5, 6).

B. Caractéristiques spécifiques des gliomes malins

Les tumeurs gliales présentent des caractéristiques originales qui rendent leur traitement
difficile. Tout d’abord, elles affectent un organe hautement fragile, le cerveau, doté d’un
environnement immunologique privilégié et muni d’une barriere hémato-cérébrale qui le rend
peu accessible aux agents administrés par voie genérale. En outre, les tumeurs gliales

présentent une trés grande capacité a infiltrer le tissu cérébral avoisinant, souvent sur de trés

4
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grandes distances (jusqu’a plusieurs centimetres). Par ailleurs, il s’agit de tumeurs
particulierement aggressives et résistantes a la radiothérapie et a la chimiothérapie (2).
Paradoxalement, ces tumeurs qui acquierent un phénotype d’une extréme malignité restent en
regle générale confinées au systéme nerveux et ne metastasent pratiquement jamais en dehors

du névraxe (7).

C. Classification histologique des tumeurs gliales

La classification histologique des gliomes est un des problémes importants en neuro-
oncologie. La classification d’un gliome engage le pronostic des patients et participe de facon
décisive aux choix thérapeutiques. Or, les échantillons analysés ne sont pas forcément
représentatifs en raison de I’hétérogénéité tumorale qui risque de conduire a des erreurs de
classification, notamment lors de I’analyse de biopsies stéréotaxiques. La classification de
I’OMS établie en 2000, mise a jour en 2007, est la classification internationale de référence et
repose sur des criteres purement histologiques (Tableau I). Les tumeurs astrocytaires sont
gradées de I a IV en fonction du degré de malignité clinique (malignité croissante de | a IV) et
de I’aspect différencié et/ou anaplasique de la tumeur. Les tumeurs oligodendrogliales sont
divisées en oligodendrogliomes (grade Il) et en oligodendrogliomes anaplasiques (grade I11).
Lorsque les tumeurs sont composées d’une association évidente de deux types de cellules
néoplasiques ressemblant morphologiquement aux cellules tumorales des oligodendrogliomes
et des astrocytomes, elles sont divisées en oligo-astrocytomes (grade Il) et en oligo-

astrocytomes anaplasiques (grade I11) (8, 9).
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La classification morphologique actuelle des gliomes selon I’OMS est peu satisfaisante. Par
ailleurs, la classification de I’OMS est peu satisfaisante, la reproductibilité entre les
observateurs étant faible. En outre, des tumeurs présentant une morphologie commune
peuvent étre génétiqguement différentes et peuvent avoir des évolutions différentes, en dépit de
facteurs histo-pronostiques similaires (2, 10). Ceci est bien démontré en comparant a
histologie égale le comportement cellulaire et les caractéristiques en biologie moléculaire des
gliomes malins des adultes et des enfants (11). Il existe d’autres classifications comme celle
de I’hépital Sainte-Anne qui associe au diagnostic purement histologique les données de la
clinique et de I’imagerie (12). Ainsi, certains auteurs proposent d’intégrer dans les
classifications les données de biologie moléculaire (13). Actuellement, aucun marqueur
biologique n’est clairement validé en clinique a I’échelon individuel pour les patients atteints
de tumeurs cérébrales. Houillier, et coll. (14) ont évalué I’impact pronostique de différents
marqueurs (perte d’hétérozygotie sur les chromosomes 1p, 9p, 10q et 19q, amplification de
I’EGFR*, expression de p53) sur une série de 220 patients atteints de glioblastome primaire.
Les résultats montrent qu’il est difficile, pour les glioblastomes, de définir des marqueurs
biologiques de bon ou de mauvais pronostic et que les meilleurs facteurs prédictifs du
pronostic sont I’age et I’indice de Karnofsky. Cependant, la valeur pronostique de différents
marqueurs biologiques (statut MGMT? pour les gliobastomes ou statut 1p19q pour les
oligodendrogliomes par exemple) est en cours d’évaluation. Un certain nombre d’études
cliniques, comme I’étude EORTC CATNON actuellement en cours, integre ce type de

données afin d’augmenter I’nomogénéité des populations étudiées (15, 16).

D. Gliomageneése
1. Altérations génétiques impliquées

La gliomageneése fait intervenir des altérations moléculaires telles que des amplifications, des
mutations, des réarrangements ou des délétions chromosomiques. Ces altérations touchent
différents proto-oncogenes (EGFR, PDGFR, MDM2) et genes suppresseurs de tumeur (P16,
P53, Rb, PTEN). La perte d’hétérozygotie du chromosome 10 est I’altération génétique la plus
fréquemment observée, survenant dans 60 a 80% des cas de glioblastomes. L’amplification du

! Epidermal Growth Factor Receptor
2 06-MethylGuanine-DNA MethylTransferase
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récepteur & ’EGF® survient dans environ 40% des glioblastomes, cette amplification étant

prédictive d’une mauvaise survie pour certains groupes de patients (2, 17, 18).

Il semble que le développement de la tumeur et la progression d’une lésion de bas grade vers
un gliome de haut grade fassent intervenir des combinaisons particuliéres d’altérations
moléculaires (Figure 1). Ces profils particuliers présenteraient un intérét pronostique, comme
c’est le cas pour les pertes d’hétérozygotie en 1p/19q pour les oligodendrogliomes plus

chimiosensibles (2, 19).

EGFR MDM2 PTEN LOH 10q/10p Mutation Rb p16
Amplification 40% N N LA
Sur:;:):z:slﬁ)r:-l 60"2) Surexpression 50% Mutation 30% Délétion 30-40% R Glioblastome
Astrocyte primaire (grade IV)
TP53 PDGFR
Mutation 50% Surexpression 60% q
Mutation Rb LOH 10g/10p PDGER
Astrocytome ZS’U—/“> ASterCytome Mutation PTEN 5% Amplification 10% Glioblastome
(grade ) anaplasique (grade Ill) secondaire (grade IV)
DCC
Perte d’expression 50%
EGFR/
LOH 1p/19q PDGER
LOH 10q
50-70% Surexpression i . OIigodendroinome
Oligodendrocyte Oligodendrogliome  — > anaplasique chimiosensible
(grade i) (grade Il
Oligodendrogliome
anaplasique chimiorésistant
(grade 1)

Figure 1: Anomalies génétiques impliquéees dans le développement des tumeurs gliales. DCC :
Deleted in Colon Cancer, EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor, LOH : Loss Of Heterozygosity, MDM :
Mouse Double Minute, PDGFR : Platelet-Derived Growth Factor Receptor, PTEN : Phosphatase and TENSsin

homolog deleted on chromosome 10, Rb : Retinoblastoma protein. Adapté d’aprés Lefranc, et coll. (20)

® PDGFR : Platelet Derived Growth Factor Receptor ; MDM2 : Mouse Double Minute 2 ; Rb : Retinoblastoma
protein ; PTEN : Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10 ; EGF : Epidemal Growth
Factor.
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2. L’hypothése des cellules souches tumorales

Afin d’améliorer la connaissance des gliomes et de proposer des thérapeutiques nouvelles, il
est indispensable d’identifier I’origine cellulaire de cette pathologie. La transformation
néoplasique des cellules gliales pleinement différenciées est le mécanisme communément
accepté de la gliomagéneése. Toutefois, cette hypothese n’a jamais été véritablement vérifiée et
le concept de dédifféerenciation des cellules gliales matures ne permet pas d’expliquer

I’origine de certains types de gliomes comme les oligoastrocytomes mixtes (21).

Des études récentes ont montré que tous les tissus adultes possédent leur propre réservoir de
cellules souches, capables aussi bien de s’auto-renouveller que d’entrer dans les voies de
différenciation. De plus en plus d’arguments suggérent que les tumeurs contiennent également
leurs propres cellules souches (22). L’identification d’une sous-population de cellules
tumorales cérébrales possédant des propriétés tumorigéniques renforce I’hypothese des
cellules souches cancéreuses a I’origine des tumeurs solides (21, 23). Ces cellules, mises en
évidence a la fois chez des enfants et des adultes, sont caractérisées par un certain nombre de
marqueurs comme la protéine CD133 (marqueur également des cellules souches neurales
normales) (24-26). Les cellules tumorales possédant ce marqueur présentent des capacités
illimitées d’auto-renouvellement ainsi que la propriété d’initier une progression tumorale
lorsqu’elles sont implantées chez I’animal avec les mémes caractéristiques d’hétérogénéité
tumorale (27, 28). Par ailleurs, au niveau clinique, Zeppernick, et coll. ont étudié le niveau
d’expression du marqueur CD133 sur 95 prélevements de gliome de grades différents. Leurs
résultats montrent que la proportion des cellules CD133 positives est corrélée aussi bien a la
survie sans progression qu’a la survie globale, indépendamment du grade de la tumeur, de
I’étendue de la résection chirurgicale et de I’age du patient. Pour les gliomes de grade 1l et 111,
la proportion des cellules CD133 positives est un facteur de risque indépendant de progression
maligne (29). Enfin, les cellules tumorales dites "souches" seraient capables d’échapper aux
effets cytotoxiques de la radiothérapie et de la chimiothérapie et seraient responsables, au

moins pour partie, des récurrences (30-36).
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Il. Prise en charge thérapeutique des patients atteints de gliome malin

Les modalités de prise en charge thérapeutique des gliomes malins dépendent a la fois de
I’état général du patient (age, index de Karnofsky, co-morbidités associées) et de I’imagerie
(topographie, volume, caractéristiques radiologiques de la lésion) qui conditionnent
I’opérabilité théorique. La prise en charge thérapeutique des gliomes malins associe

actuellement chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie.

A. La chirurgie

Lorsqu’elle est possible, la chirurgie occupe une place prépondérante dans le traitement des
gliomes. Elle est réalisée chez environ 75% des patients et doit étre la plus compléte possible.
Non seulement, elle permet d’établir un diagnostic anatomopathologique mais elle assure une
amélioration de la qualité de vie du patient par la levée du syndrome compressif. Néanmoins,
en dépit des progreés réalisés en neurochirurgie, I’exérese reste le plus souvent sub-totale. En
effet, les gliomes récidivent quasi systématiquement apres chirurgie, notamment en raison des
cellules tumorales qui envahissent le parenchyme cérébral normal, a distance de la lésion
primitive. Si I’exérese est impossible, une biopsie est réalisée afin de poser le diagnostic

histologique (37).

B. La radiothérapie

La radiothérapie externe conventionnelle est le traitement post-opératoire standard des
gliomes de haut grade. Les modalités classiques d’irradiation consistent en une dose totale de
54 a 60 Gy, délivrée a raison de 1,8 a 2 Gy par fraction par jour, 5 jours par semaine pendant
6 semaines. Le volume tumoral moyen est défini par la prise de contraste en IRM, ou en cas
d’éxérése compléte aux bords de la cavité opératoire, avec une marge de sécurité de 2 cm
dans les 3 dimensions de I’espace (37, 38). La radiothérapie permet une amélioration
significative de la survie des patients (2, 39). Toutefois, la tolérance du tissu cérébral normal
empéche I'utilisation de fortes doses susceptibles d’étre curatives, et la radiothérapie est
responsable de séquelles graves (démences, déficits intellectuels, neuropathies...), notamment
chez I’enfant (39).

10
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D’autres modalités d’irradiation (curiethérapie, radiothérapie hyperfractionnée) ont également

été évaluées mais ne constituent pas actuellement des standards thérapeutiques (38).

C. La chimiothérapie

La chimiothérapie a longtemps occupé une place mal définie dans le traitement des gliomes
malins. En effet, la barriere hémato-encéphalique (BHE) est généralement considérée comme
un obstacle majeur a I’action de la chimiothérapie. Cependant, les altérations du parenchyme
cérébral en situation tumorale générent une hyperperméabilité vasculaire et la constitution
d’cedeme. Ceci témoigne d’un dysfonctionnement localisé de la BHE, ici appelée barriére
hémato-tumorale, et suggére le passage de nombreux agents utilisés en chimiothérapie
anticancéreuse (40). La chimiothérapie dans le cadre des tumeurs cérébrales n’est pas curative
mais I’objectif de ce traitement est principalement de contréler la croissance de la tumeur et

de maintenir une qualité de vie correcte aussi longtemps que possible (37).

Historiqguement administrée en tant que thérapie adjuvante, les bénéfices obtenus en termes de
survie gréce a la chimiothérapie restent modestes. Les molécules utilisées en premiére ligne
appartenaient a la famille des nitrosourées. En deuxieme ligne, le témozolomide, les sels de
platine et la procarbazine pouvaient étre prescrits (41). Depuis 2005, le témozolomide a
obtenu une AMM européenne dans le traitement des glioblastomes nouvellement
diagnostiqués en association concomitante & la radiothérapie. Cette méme molécule est
ensuite administrée de fagon adjuvante en monothérapie (42). La survie mediane des patients

suivant ce schéma de traitement est d’environ 16 mois (43).

Pour les patients atteints d’astrocytome anaplasique, la radiothérapie reste le traitement de
référence (38). Néanmoins, des schémas associant radiothérapie et ttmozolomide en situation
concomitante et/ou adjuvante peuvent étre proposés pour certains patients (étude EORTC
CATNON) (15).

Pour les tumeurs a composante oligodendrogliale (oligodendrogliomes et oligoastrocytomes

anaplasiques), deux options thérapeutiques sont possibles apres le geste chirurgical. La

11
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premiere repose sur une radiothérapie adjuvante suivie d’une chimiothérapie soit de type PCV
(procarbazine, lomustine et vincristine) soit par témozolomide. L’autre option thérapeutique
est inverse avec une chimiothérapie premiére de type PCV ou témozolomide, suivie

immédiatement ou de fagon différée par la radiothérapie (38, 44).

D. Prise en charge thérapeutique a la récurrence

Dans le cas des glioblastomes et des astrocytomes anaplasiques récidivants, il n’existe aucun
traitement standard unanimement reconnu. L’inclusion de patients dans des essais cliniques
est recommandée. Plusieurs options thérapeutiques peuvent étre envisagées :

- une réintervention chirurgicale ;

- une chimiothérapie systémique (témozolomide, nitrosourées) ou locale (carmustine en
implants, Gliadel®) ;

- une ré-irradiation, dans certains cas particuliers, selon des modalités diverses
(curiethérapie...) ;

- les soins palliatifs sans traitement cancérologique spécifique (38).

Dans le cas des oligodendrogliomes et oligoastrocytomes anaplasiques, tumeurs plus
chimiosensibles, I’attitude thérapeutique dépend du traitement de premiére intention. Une
chimiothérapie de deuxiéme ligne par témozolomide ou par PCV (selon le schema choisi en

premiére ligne) peut étre proposee (38, 44).

12
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E. Nouvelles approches chimiothérapiques

La faible efficacité des thérapeutiques conventionnelles dans le traitement des gliomes de haut
grade a justifié le développement de nouvelles approches thérapeutiques plus ciblées sur les

caractéristiques biologiques et moléculaires de ces tumeurs (Tableau I1).

Un des principaux axes de recherche concerne la surexpression du récepteur a I’EGF et
I’activation des voies de transduction qui en découlent, notamment PI3K/Akt, et
Ras/Raf/MAPK. Les agents anti-angiogéniques, également en cours d’investigation devraient
probablement trouver leur place dans I’arsenal thérapeutique puisque le degré de malignité et
la croissance des tumeurs gliales sont dépendants de leur néovascularisation. Les résultats des
essais cliniques, menés presque toujours sur les glioblastomes en récidive, ont été
généralement décevants. La complexité des interactions entre les differentes voies
d’activation limite I’efficacité d’un agent utilisé seul. La combinaison de ces nouvelles
molécules entre elles ou avec la radiothérapie ou la chimiothérapie conventionnelle sera
probablement nécessaire pour mettre en évidence un intérét thérapeutique réel. Des efforts de
recherche doivent également étre réalisés afin de définir des marqueurs biologiques ou
moléculaires précoces d’efficacité qui faciliteront la sélection des combinaisons optimales
(45).

13
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Tableau Il : Essais cliniques mettant en ceuvre des agents de thérapie ciblée dans les gliomes de

haut grade (46, 47).

Cible Agent Phase T-ype . Réponses PFS-6 Références
histologique
Facteurs de croissance
VEGF Bevacizumab + Il GM RC + RP 63% GBM 43% Vredenburgh, et
irinotécan récurrent AA 61% coll. 2007
Bevacizumab + GBM PR 37,5% - MS 37,5% nd Maron, et coll.
témozolomide récurrent 2008
Bevacizumab + I GBM Réponse radiographique 24% Sathornsumetee,
erlotinib récurrent 48% et coll. 2008
Aflibercept 1 GBM GBM : RP 34% - MS nd De Groot, et
récurrent 50% coll. 2008
AA :RC 14% - RP 36% -
MS 13%
Récepteurs des facteurs de croissance
EGFR Gefinitib 1 GBM Pas de réponse radiogra- 17% Rich, et coll
récurrent phique 2004
(1% rechute)
Gefitinib + RCh | GM nd nd Schwer, et coll.
récurrent 2008
Erlotinib (£ i GM RP 14% 11% Prados, et coll.
témozolomide) récurrent 2006
Erlotinib + sirolimus 11 GBM MS 33% nd Friedman, et
récurrent coll. 2008
Erlotinib 1 GM RP 6-25% 10-20% Vogelbaum, et
récurrent coll. 2004
Raizer, et coll.
2004
Erlotinib + RT | GBM TTP 26 sem nd Krishnan, et
nouvellement coll. 2006
diagnostiqué
Cetuximab 1l GBM nd nd Sadones, et coll.
récurrent 2006
VEGFR Valatinib (+ Im GBM RP 4% - MS 66% - TTP Conrad, et coll.
témozolomide ou récurrent 12 216 sem 2004. Reardon,
lomustine) et coll. 2004
Valatanib + imatinib | GM RP 22% - MS 51% 27% Kirkpatrick, et
+ hydroxyurée récurrent coll. 2008
PDGFR Imatinib mesylate 1] GM nd GBM 12% Wen, et coll.
récurrent AA 9% 2006
Imatinib mesylate + 1 GBM nd GBM 3% Reardon, et coll.
hydroxyurée récurrent AA 10% 2005
Effecteurs intracellulaires
RAS Tipifarnib 111 GBM nd GBM 12% Cloughesy, et
(farnésyltransférase) récurrent AA 9% coll. 2006
Lonafarnib (+ | GBM RP 27% 33% Gilbert, et coll.
témozolomide) récurrent 2006
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RAF (+VEGFR-2) Sorafenib (+ I GM nd nd -
erlotinib, tipifarnib récurrent

ou temsirolimus)

AKT Perifosine 1 GM nd nd -
récurrent
mTOR Rapamycine | GBM Réponse radiographique nd Cloughesy, et
récurrent 13% coll. 2008
Sirolimus (+ | GM RP 6% - MS 38% nd Reardon, et coll.
géfitinib) récurrent 2006
Temsirolimus 11 GBM Réponse radiographique 2,5-7,8% Galanis, et coll.
récurrent 5-36% 2005. Chang, et
coll. 2006
Temsirolimus (+ 1 GM nd nd -
erlotinib) récurrent
Everolimus I GBM nd nd -
(+AEE788) récurrent
PKC-B Enzastaurin 1 GM GBM : RP 22% + MS 5% Fine, et coll.
récurrent AA : RP 24% + MS 13% 2005
Enzastaurin vs. 1l GM nd nd -
lomustine récurrent
Inhibiteurs de multiples kinases
EGFR, VEGFR AEE788 | GBM nd nd -
récurrent
Vandetanib Im GM nd nd -
(ZD6474) récurrent +
gliomes de
bas grade en
progression
EGFR, HER2/neu Lapatinib I GBM nd nd -
récurrent
Lapatinib ] GM nd nd -
(+pazopanib, récurrent
inhibiteur du VEGF)
PDGFR/VEGFR Sunitinib (SU11248) /1l GBM nd nd -
récurrent
FLT-3, PDGFR, c- Tandutinib I GBM nd nd -
KIT (MLN518) récurrent
Sunitinib I GM MS 22% nd Chaskis, et coll.
récurrent 2008
Divers
Proteasome Bortezomib 11 GM nd nd Phuphanich, et
récurrent coll. 2006
Intégrines Cilengitide | GM RC 4% - RP 6% - MS nd Nabors, et coll.
récurrent 8% 2004
Src Dasatinib I GBM nd nd -
récurrent
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Fuseau mitotique Sapogilone I GBM MS 33% nd Stupp, et coll.
récurrent 2008
Sapogilone I GM MS 60% nd Silvani, et coll.
récurrent 2008
HDAC Vorinostat + I GM nd nd -
témozolomide récurrent
Vorinostat 1 GBM nd nd -
récurrent
Depsipeptide /1 GM nd nd -
récurrent
Acide valproique 1 MG nd nd -
(+RT/témozolomide) nouvellement

diagnostiqué

RC : Réponse Compléte ; RP : Réponse Partielle ; MS : Maladie Stable ; nd : non disponible ; GM : Gliome
Malin ; GBM : GlioBlastoMe ; RT : RadioTherapie ; RCh : RadioChirurgie ; VEGF : Vascular Endothelial
Growth Factor : VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor ; mTOR : Mammalian Target Of
Rapamycin ; PKC-$ :Protein Kinase C £ ; HER2/neu : Human Epidermal growth factor Receptor 2 ; FLT-3 :
FMS Like Tyrosine kinase 3 ; Src : SaRComa protein kinase ; HDAC : Histone DeACetylase .

F. Traitements médicaux associés

Un certain nombre de traitements peuvent étre associés aux moyens thérapeutiques cités ci-
dessus. Ils sont a visée symptomatologique et/ou préventive: il s’agit notamment de
traitements anti-épileptiques, anti-oedemateux, antalgiques, anti-émétiques et anti-coagulants
(38). Ces traitements peuvent avoir un effet sur la pharmacocinétiqgue des agents
anticancéreux, comme cela est bien décrit dans le cas des anti-épileptiques et de I’irinotécan
(48).
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Ill. Conclusions

La survie médiane des patients atteints des formes les plus graves de gliome malin est
seulement de I’ordre de 15 mois. La recherche dans le domaine s’intéresse notamment au
développement des connaissances fondamentales concernant la gliomagenése, avec une
attention particuliere pour les cellules souches tumorales. En outre, une amélioration de la
classification des tumeurs cérébrales est nécessaire afin d’améliorer la prise en charge
thérapeutique. L’intégration des données de biologie moléculaire constituera certainement un
apport fondamental et permettront de mieux définir quels groupes de patients sont
susceptibles de bénéficier de thérapies plus ciblées. Enfin, de nouveaux schémas de traitement
ainsi que de nouveaux agents de chimiothérapie (notamment les molécules de thérapie dite
ciblée) sont en cours d’évaluation tant au niveau préclinique que clinique. La combinaison de
ces thérapies ciblées entre elles et/ou avec des traitements anticancéreux conventionnels

(chimiothérapie et radiothérapie) apparait comme une stratégie prometteuse.
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Chapitre 2 : Les associations radio-chimiothérapie

concomitantes

|. Introduction

Les associations de radiothérapie et de chimiothérapie sont largement utilisées dans le
traitement des cancers. Parmi ces associations, I’administration concomitante des deux

modalités thérapeutiques est une option de plus en plus utilisée.

Le but des associations radio-chimiothérapiques concomitantes est de tirer bénéfice du
potentiel curatif des deux modalités sans majorer la toxicité au-dela du seuil ou le traitement
devient intolérable. Classiqguement, la radiothérapie cible la tumeur en épargnant, autant que
faire se peut, le tissu sain environnant (contréle loco-régional). La chimiothérapie vise en plus
la stérilisation des micrométastases a distance. En outre, chaque modalité est susceptible
d’interférer avec I’autre. En particulier, la chimiothérapie, soit en réduisant le volume
tumoral, soit en affectant la progression du cycle cellulaire ou la réparation des lésions radio-

induites de I’ADN, a souvent pour effet une amélioration du contréle local (49).

Plusieurs médicaments anticancéreux occupent déja une place privilégiée dans les
associations radio-chimiothérapiques, en raison des résultats obtenus en clinique. 1l s’agit du

5-fluorouracile, des sels de platine, des inhibiteurs des topoisomérases I et II.

L’association concomitante de la radiothérapie et de la chimiothérapie a permis I’amélioration
du contréle local et du taux de survie globale dans un certain nombre de tumeurs solides. Les
associations radio-chimiothérapie concomitantes trouvent également un intérét dans la

préservation d’organes, par exemple le larynx ou le canal anal. Une autre possibilité est de
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réduire le stade de la maladie pour permettre une chirurgie plus compléte. Les effets
secondaires de ce type d’association sont considérés comme acceptables en regard de leur
efficacité. Toutefois, I’association a la radiothérapie des chimiothérapies dites ciblées, a priori

moins toxiques, constitue une nouvelle voie de recherche particuliérement intéressante (49).

Il. Principales interactions entre la radiothérapie et les agents cytotoxiques

Il existe différents types théoriques d’interaction entre radiothérapie et chimiothérapie. Le
"résultat” thérapeutique de ce type d’association provient généralement de I’intrication des

effets des deux modalités a plusieurs niveaux.

A. Coopération spatiale

La coopération spatiale repose sur le principe que la radiothérapie est destinée au controle
local de la progression tumorale, alors que la chimiothérapie vise a éradiquer les cellules
métastatiques disséminées dans I’organisme. Chacun des deux agents est censé agir
indépendamment I’un de I’autre au niveau de I’organisme entier. Dans ce cas, I’association
n’est envisageable que si les toxicités de deux thérapeutiques sont indépendantes et ne
risquent pas de conduire a une réduction de dose de I’'un des deux traitements, ce qui pourrait

en atténuer I’efficacité (50, 51).

B. Modification de I'incidence des lésions radio-induites

Il s’agit d’une interaction dite "stérique", car elle résulte de I’intrication des actions des
radiations ionisantes et de certains agents anticancéreux au niveau de I’ADN. Cette interaction
est la conséquence de la conversion, par le medicament, des cassures simple-brin induites par
les radiations en cassure double-brin, en raison de la survenue, a proximité de la premiere
cassure radio-induite, d’une seconde cassure chimio-induite. 1l faut souligner le fait que les
régions de I’ADN les plus actives en termes de transcription sont aussi les plus sensibles aux
radiations et aux médicaments anticancéreux, ce qui explique que I’accumulation, dans un

volume restreint, d’un nombre important de lésions focalisées, provoque une létalité
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importante. Ceci a particulierement été mis en évidence pour les associations des sels de

platine avec la radiothérapie (49, 51, 52).

C. Réduction de la masse tumorale et réoxygénation

Les cellules hypoxiques sont nettement moins sensibles aux radiations ionisantes, les cellules
hypoxiques étant 2 a 3 fois moins sensibles a la radiothérapie que les cellules en normoxie
(52). La chimiothérapie, en réduisant la masse tumorale et donc la pression interstitielle des
fluides, peut permettre d’améliorer I’apport sanguin a la tumeur et ainsi entrainer une
réoxygénation, source d’une meilleure radiosensibilit¢é des cellules tumorales. La
radiothérapie peut également améliorer la réponse cellulaire aux agents chimiques en
réduisant la masse tumorale et en augmentant I’apport sanguin, ce qui favorise I’accés de la

tumeur aux agents chimiques (50).

D. Toxicité sélective pour les cellules hypoxiques

L’hypoxie tumorale constitue un facteur de radiorésistance majeur et constant. Ainsi,
I’administration simultanée de molécules susceptibles de réduire I’hypoxie (érythropoiétine
recombinante humaine, tirapazamine) est susceptible de potentialiser I’effet antitumoral de la
radiothérapie (49, 52, 53).

E. Toxicité sélective selon les phases du cycle cellulaire

La sensibilité aux radiations ionisantes varient selon les différentes phases du cycle cellulaire :
la phase la plus radiosensible est représentée par la fin de la phase G2 et par la phase M alors
que les cellules en phase S sont les plus radiorésistantes. Si on utilise de fagon concomitante a
la radiothérapie un agent chimique dont la cytotoxicité est predominante en phase S, on peut
espérer une action plus efficace sur I’ensemble des cellules engagées dans le cycle cellulaire
(50).
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F. Coopération cytocinétique

La radiorésistance de la phase S constitue un facteur d’échec dans les tumeurs a croissance
rapide. Dans le cas de la coopération cytocinétique, I’une des modalités bloque les cellules
dans une phase du cycle cellulaire qui est celle ou I’autre modalité est la plus cytotoxique.
Cette interaction peut se concevoir dans les deux sens, les radiations bloquant les cellules en
phase G2, qui est celle ou certains anticancéreux ont leur activité maximale; ou bien
I’anticancéreux bloquant les cellules en phase M, qui est celle ou I’activité des radiations est
maximale (50, 51). Ces mécanismes sont décrits pour des molécules comme les taxanes, la

gemcitabine et I’étoposide (52).

G. Action au niveau de la réparation de 'ADN

L’ADN est la cible privilégiée de la radiothérapie. Les lésions radio-induites de I’ADN sont
prises en charge par les systemes de réparation et demeurent subléthales. L’adjonction
concomitante d’un agent anticancéreux peut entrainer I’inhibition ou I’empéchement de ces
réparations et convertir ainsi des Iésions subléthales en Iésions léthales. L’inhibition de la
réparation de I’ADN peut étre causée par une interaction "métabolique” entre radio- et
chimiothérapie, et résulter d’une privation, par le médicament anticancéreux, des nucléotides
nécessaires a la réparation des lésions radio-induites de I’ADN, en particulier la thymidine.
Par ailleurs, des effets d’encombrement stérique (notamment la présence d’adduits) peuvent
géner la réparation des Iésions radio-induites (50, 51). Ce effet a été rapporté pour de
nombreuses molécules anticancéreuses, comme la doxorubicine, le 5-fluorouracile, les

analogues nucléosidiques ou encore le cisplatine (52).
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H. Conclusion :

concomitantes

mesure de l'effet des associations radio-chimiothérapie

Les combinaisons entre radio- et chimiothérapie peuvent produire différents types d’effets

(Figure 2, Tableau II), qui sont le résultat direct des multiples modes d’interaction entre les

deux modalités.

oopération spatial

Pas d'intéraction —Les
deux modalités agissent
indépendamment 'une
del'autre

Radiothérapie :
contréle local

Chimiothérapie :
ontrole & distance
(«hors champ »)

(«en champ »)

pération « en chal

Niveau moléculaire
Niveau cellulaire
Niveau tissulaire

Contréle
loco-régional
Supra-ad.dltlwte Additivité Infra—addlltlvne
(synergisme) (antagonisme)

—

|

Radiosensibilisation

Figure 2: Les deux types de coopération entre radiothérapie et chimiothérapie. Les deux

mécanismes contribuent généralement a I’effet final observé. Adapté d’aprés Seiwert, et coll. (52)
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Tableau 111 : Les différents types d’interaction entre chimiothérapie et radiations ionisantes

Adapté d’aprés Hennequin, et coll. (54).

Antagonisme L’association des deux agents aboutit & un effet moindre que

celui de I’agent le moins efficace utilisé isolément.

Inhibition L’association des deux agents résulte en un effet moindre que

celui de I’agent le plus efficace utilisé isolément.

Effet infra-additif L’effet de I’association est inférieur a la somme des effets
cumulés de chaque modalité mais supérieur a I’effet de chacune

des modalités étudiées séparément.

Effet additif L’effet de I’association est égal a la somme des effets cumulés

de chaque modalité utilisée séparément.

Effet supra-additif ou L’effet de I’association est supérieur & la somme des effets

synergique cumulés de chaque modalité.

La radiopotentialisation peut se définir comme la présence d’une synergie d’action entre les
radiations ionisantes et I’agent chimique alors que ce dernier n’a pas d’activité cytotoxique

propre (54).

Ill. Associations radio-chimiothérapie concomitantes dans le traitement des gliomes

de haut grade

A. Généralités

Les bénéfices apportés par la radiothérapie dans la survie des patients atteints de glioblastome
sont connus depuis la fin des années 1970. Plusieurs études de phase Ill ont démontré que la
radiothérapie focalisée en post-opératoire permettait d’augmenter la médiane de survie,
faisant de cette approche un standard thérapeutique. De nombreuses études ont ensuite
cherché a augmenter I’efficacité de I’irradiation en modifiant les modalités d’administration
(radiothérapie hypo- ou hyperfractionnée, irradiation accélérée...). Aucune stratégie ne s’est
cependant révélée supérieure au protocole standard : irradiation focalisée de 60 Gy en 5
fractions de 2 Gy par semaine pendant 6 semaines. L’association concomitante d’une

molécule anticancéreuse a ce schéma de radiothérapie a également été largement étudiée.
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B. Radio-chimiothérapie concomitante : molécules utilisées

1. Introduction

Plusieurs molécules ont été testées de facon concomitante a I’irradiation cérébrale. Leur
sélection s’est effectué en fonction de leur action cytotoxique reconnue dans les gliomes de
haut grade (nitroso-urées, dérivés du platine, ttmozolomide) et en fonction de leurs propriétés
radiosensibilisantes (dérivés du platine, épipodophyllotoxine, témozolomide). Le tableau 1V

regroupe les principaux essais thérapeutiques mettant en ceuvre ces associations.
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Tableau 1V : Résultats des études de traitement des gliomes de haut grade de I’adulte par

radiothérapie et chimiothérapie (46, 55).

Meédiane de survie

Etudes Histologie Traitement ]
(mois)
Kiu, et coll. 1995 GBM et AA RT + BCNU et cisplatine cct 16,0
. RT + carboplatine cct suivie de 6
Levin, et coll. 1995 GBM 13,7
cycles PCV
RT + cisplatine et mitomycine C Essai fermé pour
Stewart, et coll. 1997 GBM et AA o
cct toxicité
GBM:14,0et AA:
Prados, et coll. 1998 GBM et AA RT + hydroxyurée cct 740
) ) RT + carboplatine et téniposide
Brandes, et coll. 1998 GBM primo-traitement o 12,5
cct suivi 3 cycles BCNU
Lederman, et coll. 1998 GBM récidive Radio-chirurgie + taxol 15,0
Anders, et coll. 1998 GBM et AA RT + ACNU et Ara-C cct 13,0
Fazeny-Dorner, et coll. RT + dacarbazine et fotémustine
GBM 14,5
2003 cct
Beauchesne, et coll. 2003 GBM et AA RT + étoposide cct 12,5
Ozkan, et coll. 2004 GBM et AA RT + fotémustine cct 11,0
] ] RT + TMZ concomitant + 6
Lanzetta, et coll 2003. GBM primo-traitement 15,7
cycles TMZ
) ) RT + TMZ concomitant + 6
Stupp, et coll. 2002 GBM primo-traitement 16,0
cycles TMZ
) ] RT seule vs RT + TMZ
Stupp, et coll. 2005 GBM primo-traitement ) 12,1vs 14,6
concomitant + 6 cycles TMZ
Butowski, et coll. 2005 GBM primo-traitement RT + TMZ + cRa concomitant 14,2
) ] ) RT seule vs RT + TMZ
Athanassiou, et coll. 2005 GBM primo-traitement ) 7,7vs 13,4
concomitant + 6 cycles TMZ
] ) RT + TMZ + erlotinib + 6 cycles
Brown, et coll. 2008 GBM primo-traitement 15,0
T™™Z
) ) RT + TMZ + talampanel + 6
Grossman, et coll. 2008 GBM primo-traitement 17,9
cycles TMZ
) ] RT + TMZ + cetuximab + 6 Suvie globale 87% a
Combs, et coll. 2008 GBM primo-traitement .
cycles TMZ 12 mois
GBM et AA primo- RT + TMZ+ Gliadel® +6 cycles  Suvie globale 72% a
Ryken, et coll. 2008 ] ]
traitement T™MZ 12 mois

GBM : glioblastome : AA: astrocytome anaplasique; BCNU: carmustine; cct:
ACNU :

procarbazine ;

1-(4-amino-2-methyl-5-pyrimidinyl)-methyl-(2-chloroethyl)-3-nitrosourea ;

concomitant; PCV :
Ara-C :

aracytine-C ; cRa : acide cis rétinoique ; talampanel : inhibiteur du récepteur de I’AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-

méthylisoazol-4-propionate) ; TMZ : témozolomide.
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2. Nitroso-urées

Les nitroso-urées font partie des drogues les plus etudiées dans la prise en charge des gliomes
de haut grade, notamment en administration concomitante avec la radiothérapie. Si leur
tolérance thérapeutique est bonne, le bénéfice apporté reste discutable. Une étude de phase Il
a évalué I’irradiation cérébrale a la délivrance in situ de BCNU (polymeres de BCNU
implantés chirurgicalement), versus polymeéres de placebo. Les résultats sont intéressants mais
d’interprétation difficile. Toutes histologies confondues, la médiane de survie est
statistiquement augmentée pour le groupe recevant du BCNU. En revanche, aucun bénéfice
n’est obtenu pour les patients atteints de glioblastome (55, 56).

3. Dérivés du platine

L’intérét pour les dérives du platine comme radiosensibilisant découle d’études précliniques
ou un effet additif avec les radiations ionisantes a été demontré. Le mécanisme d’interaction
est probablement multifactoriel. Ainsi le carboplatine augmenterait le taux d’aberrations
chromosomiques radio-induites, diminuerait les mécanismes de réparation des lésions de
I’ADN et bloquerait les cellules dans une phase du cycle ou elles sont radiosensibles (57). Ces
résultats ont servi de base a plusieurs etudes cliniques (phases I et 1) menées sur les gliomes
de haut grade, aussi bien chez I’adulte que chez I’enfant. 1l s’agit en général d’études non
randomisées, portant généralement sur de faibles effectifs, et donc difficile a analyser. La
tolérance semble relativement acceptable concernant le carboplatine, cependant aucun

bénéfice clair ne se dégage de ces travaux (55).

4. Epipodophyllotoxines

Les épipodophyllotoxines (étoposide, téniposide) sont peu utilisées dans la prise en charge des
gliomes malins. Quelques études ont montré leur action cytotoxique sur les gliomes mais
généralement en association dans le cadre d’une polychimiothérapie (action synergique avec
les dérivés du platine) (58). Toutefois, des données expérimentales suggérent que ces agents

posseédent également une action radiosensibilisante responsable d’un effet supra-additif sur
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des lignées cellulaires de gliomes (59). La faisabilité des associations concomitantes

radiothérapie-épipodophyllotoxines a été démontrée au cours d’études pilote (55).

5. Topotécan

Le topotécan appartient a la classe des agents intercalants dérivés de la camptothécine. Ces
molécules inhibent I’action de la topoisomérase I, enzyme impliquée dans la torsion et la
détorsion de la double hélice d’ADN et provoquent ainsi des coupures simple brin qui sont
converties en lésions double brin au moment de la réplication de I’ADN. Les propriétés
radiosensibilisantes du topotécan ont été largement démontrées sur divers modeles de
xenogreffes (rhabdomyosarcomes, gliomes de haut grade, carcinome pulmonaire a petites
cellules) (60, 61). L’intérét du topotécan en temps qu’agent radiosensibilisant a été évalué
chez des enfants atteints de gliomes de haut grade mais les résultats de cette étude clinique se
sont réveélés décevants par rapport aux données précliniques (62). Des résultats cliniques

similaires ont également été rapportés par d’autres investigateurs (63).

6. Cas particulier du témozolomide

Le témozolomide est a I’heure actuelle I’agent le plus étudié dans le cadre des associations
radio-chimiothérapie concomitantes dans le traitement des gliomes malins. Il est indiqué en
association concomitante avec la radiothérapie puis en monothérapie adjuvante chez des
patients atteints de glioblastome nouvellement diagnostiques (43). Le témozolomide est un
agent alkylant qui génére un adduit alkyl sur les bases guanidiques et entraine la mort
cellulaire par I’intermédiaire du systeme de réparation des mésappariements (MMR :
Mutations in the DNA Mismatch Repair). Dans un premier temps, I’alkylation induit une
erreur d’appariement. En conséquence, lors des réplications suivantes, le systeme MMR est
activé de maniere répétitive, ce qui déclenche I’apoptose. Cette derniere étape est encore mal
connue : le systtme MMR serait a I’origine de cassures simple brin qui activeraient la voie de
signalisation menant a I’apoptose (55). Toutefois, les patients ne peuvent bénéficier
pleinement du bénéfice apporté par le témozolomide que s’ils sont porteurs d’une
caractéristique épigénétique particuliére, la méthylation du promoteur du géne de la MGMT

(O6-MethylGuanine-DNA MethylTransferase), enzyme impliquée dans la réparation de
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I’ADN. La méthylation du promoteur provoque I’inactivation de la MGMT et favorise
I’efficacité cytotoxique des agents alkylants, dont le témozolomide. Ainsi, des études
montrent que seuls les patients atteints de glioblastomes présentant une méthylation du
promoteur du géne de la MGMT (environ 50% des cas) bénéficient du traitement associant

témozolomide et radiothérapie (64, 65).

7. Autres molécules

D’autres molécules ont également été évaluées en association concomitante avec la
radiothérapie dans la prise en charge des gliomes malins. C’est le cas de du paclitaxel, du 5-
FU, du tamoxifene et de I’ifosfamide. Aucun bénéfice clair, en terme de survie n’a pu étre mis

en évidence (55).

En outre, un certain nombre d’essais cliniques associant de facon concomitante thérapies
ciblées et radiothérapie sont en cours. Les bases rationnelles de ces associations reposent soit
sur I’activation d’une voie impliquée dans la radiosensibilité tumorale, soit sur I’inhibition
d’une voie participant a la radiorésistance (comme [I’inhibition de I’'EGFR et de la

signalisation en aval) (66).
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REVUE BILBIOGRAPHIQUE — Les associations radio-chimiothérapie concomitantes

IV. Conclusions et perspectives

Les associations radio-chimiothérapie concomitantes sont depuis longtemps reconnues
comme des stratégies thérapeutiques d’intérét dans le traitement des tumeurs cérébrales de
haut grade. L’administration concomitante de témozolomide avec [I’irradiation cérébrale
constitue une avancée importante dans la prise en charge des patients atteints de gliome de
haut grade, plus parce qu’il s’agit de la premiere molécule obtenant une AMM en association
concomitante avec la radiothérapie dans ce type de pathologie, que par une amélioration
significative de la survie. En effet, les bénéfices en termes de survie restent modestes et
environ la moitié des patients présentent une résistance au témozolomide, ce qui limite
I’efficacité du traitement. Le développement des connaissances biologiques concernant les
gliomes malins, et notamment une meilleure compréhension des paramétres impliqués dans la
réponse a la radiothérapie, devrait permettre de définir de nouvelles cibles thérapeutiques

pouvant présenter un intérét en termes de radiosensibilisation.
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Chapitre 3 : Le systéme ubiquitine — protéasome

I. Les deux grandes voies de dégradation des protéines

A. Protéolyse spécifique et non spécifique

Les protéines, comme tous les composants macromoléculaires de la cellule, sont maintenues
dans un état d’équilibre dynamique, résultat de la différence entre la synthése et la
dégradation protéolytique. Au cours de la protéolyse, les liaisons peptidiques entre les acides
aminés sont hydrolysées et les acides aminés sont libérés. Ces réactions sont catalysées par un
groupe hétérogene d’enzymes appelées protéases et conduisent a la libération d’énergie (67).
Alors que la synthése de protéines de novo est un processus relativement lent, la protéolyse
est un phénomene rapide qui permet, en permanence, l’adaptation de la cellule aux
modifications de I’environnement (68, 69). Schématiquement, la dégradation des protéines
peut étre non spécifique, en suivant la voie lysosomale, ou spécifique en empruntant la voie

ubiquitine-protéasome.

B. Dégradation des protéines par la voie lysosomale

Les proteases localisées au niveau lysosomal assurent principalement la dégradation de
protéines extracellulaires via les processus de pinocytose et de phagocytose, ainsi que via

I’endocytose’ des complexes ligand-récepteur. Par ailleurs, les lysosomes prennent également

! L’endocytose correspond & la capture de matériel particulaire (phagocytose) ou soluble (pinocytose) par une
cellule, par invagination de la membrane plasmique et internalisation de ce matériel par une vésicule formée de
membrane plasmique 70. Stenesh J. Dictionary of biochemistry and molecular biology. New York: John Wiley
& sons; 1989.
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en charge les phénomenes de protéolyse qui ont lieu

microautophagie) (Figure 3) (67, 71).
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Figure 3: Les 4 processus conduisant a une dégradation lysosomale. Adapté d’aprés Ciechanover

(72).

La protéolyse médiée par les lysosomes n’est pas spécifique et toutes les protéines empruntant
cette voie sont degradées a la méme vitesse par un mécanisme simple. Par exemple, les
protéines extracellulaires, les facteurs de croissance, sont reconnues par leurs récepteurs
propres puis I’ensemble ligand-récepteur est internalisé via la formation d’une vésicule
d’endocytose. Les veésicules d’endocytose fusionnent entre elles (formation des corps

multivésiculaires), puis avec les lysosomes ou les protéines sont dégradées (67).

31



C. Dégradation des protéines par le systeme ubiquitine-protéasome

L’élimination de la trés grande majorité des protéines intracellulaires (environ 80%) est
réalisée par le systéme ubiquitine-protéasome. Il s’agit d’un processus hautement spécifique
et étroitement régulé dont la découverte remonte au début des années 1980. La protéolyse
réalisée par le systeme ubiquitine-protéasome assure la dégradation de protéines a durée de
vie trés variables, allant de quelques minutes (p53) a plusieurs jours (actine, myosine), voire
plusieurs années (crystalline) (67, 73, 74). Ce mécanisme, indispensable a la survie cellulaire,
est dépendant de I’ATP et se déroule en deux étapes : dans un premier temps, les protéines
substrats sont "marquées” pour la dégradation par I’addition covalente de chaines d’ubiquitine
par une cascade enzymatique spécialisée. Dans un second temps, ces protéines porteuses de

chaines d’ubiquitine sont reconnues par le protéasome 26S et hydrolysées (75) (Figure 4).

Fixation
covalente Substrat

d’'unechaine
d’ubiquitine

Substrat

w Dégradation
parle
Recyclage del'ubiquitine protéasome
«P 265
ubiquitine Peptides (3 a 22 acides aminés)

Figure 4: Mécanisme simplifié de la dégradation des substrats
protéiques par le systéme ubiquitine-protéasome. Adapté d’apres
Wang, et coll. (76)
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On estime qu’une cellule contient en moyenne 1 million de proteasomes et elle puisse
produire, via la dégradation protéolytique, jusqu’a 10° peptides par seconde (77, 78). Les
fonctions du systéme ubiquitine-protéasome se répartissent en deux catégories :

- la régulation de la majorité des processus biologiques intracellulaires (division,
différenciation, mort...) en assurant la dégradation sequentielle et organisée de protéines clés,
comme les facteurs de transcription et les cyclines ;

- I’élimination des protéines anormales ou surnumeéraires : le protéasome joue dans ce
cas le role de " poubelle " de la cellule, en dégradant les protéines défectueuses, porteuses de

mutations ou mal structurées (67, 79).

[l. Structure du protéasome

A. Structure générale du protéasome 26S (Figure 5)

Le protéasome 26S est un complexe d’environ 2,5 MDa localisé aussi bien dans le noyau que
dans le cytoplasme. Dans les cellules de Mammifeéres, les protéasomes sont principalement
concentrés au niveau des centrosomes. En outre, un signal de localisation nucléaire permet
aux protéasomes de pénétrer dans le noyau des cellules (en particulier apres I’induction d’un
stress) ou ils s’accumulent de facon focale (80). Schématiquement, le protéasome est une
particule en forme de cylindre creux et est composé de deux sous-complexes majeurs, le

protéasome 20S et deux sous-unités 19S, qui s’assemblent en présence d’ATP.

Sous-unité régulatrice
( 19s

Sous-unité régulatrice
198

3 L

e + Sous-unités régulatrices
- 19S + ATP

Protéasome 20S Protéasome 26S
(700 kDa) (2500 kDa)

Figure 5 : Structure du protéasome 26S. Adapté d’aprés Wang, et coll. (76)
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B. Le protéasome 20S (Figure 6)

Le protéasome 20S représente environ 1% de la totalité des protéines cellulaires (73). Il est
constitué par I’empilement de 4 anneaux, identiques deux a deux :
- les deux anneaux centraux sont identiques et sont formés chacun par sept sous-unités
différentes de type B. lls définissent une cavité interne qui renferme les sites actifs
protéolytiques ;
- les deux anneaux extérieurs sont composés eux aussi de sept sous-unités différentes,
dites de type a. (67, 81, 82).

Figure 6 : Structure du protéasome 20S. Disposition des sous-unités protéolytiques (en
rose) au sein de la structure du protéasome 20S. Adapté d’apres Rechsteiner, et coll. (83).

1. Les sous-unités a

Les extrémités NH,-terminales des sous-unités o obstruent, a I’état basal, les orifices d’entrée
dans la chambre catalytique et protégent les protéines cellulaires d’une destruction incontrolée

par le protéasome. lls permettent I’association du protéasome 20S avec des complexes
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régulateurs (sous-unités 19S), et contrélent I’entrée des substrats dans la chambre de catalyse
(67, 84).

2. Les sous-unités 3

Chez les Eucaryotes, trois des sept sous-unités B (B1, B2 et B5) possedent des sites actifs
protéolytiques, ce qui conduit a un total des six sites protéolytiques par protéasome (67). Le
protéasome possede trois types d’activités enzymatiques différentes, désignées par leur
homologie de clivage avec des enzymes bien caractérisées. On distingue ainsi une activité
"caspase-like" (ou post-glutamyl peptide hydrolyzing) portée par la sous-unité B1, une activité
"chymotrypsine-like" située au niveau de la sous-unité B2 et une activité "trypsine-like"
localisée sur la sous-unité B5. Toutes les sous-unités catalytiques possedent un résidu
thréonine N-terminal qui joue le réle (de fagon atypique pour des protéases) d’accepteur
nucléophile pour la réaction d’hydrolyse peptidique (84, 85). Les activités enzymatiques du
protéasome assurent le clivage des ponts peptidiques apres les acides aminés acides (acide
aspartique, acide glutamique) pour I’activité caspase-like, basiques (arginine, lysine,
histidine,...) pour I’activité chymotrypsine-like, et hydrophobes (leucine, phénylalanine,
tyrosine, tryptophane,...) pour I’activité trypsine-like. Chez la Levure, il a été montré que
I’activité chymotrypsine-like est quantitativement et qualitativement la plus importante et que
le blocage des sites caspase-like et trypsine-like n’a que des effets mineurs sur les capacités de
dégradation du protéasome. En outre, c’est I’utilisation des inhibiteurs spécifiques de
I’activité chymotrypsine-like qui a permis de découvrir les multiples réles biologiques du
protéasome (69, 85-88). Néanmoins, le fait que les activités trypsine-like et caspase-like aient
été conservées au cours de I’évolution et soient toujours présentes chez les eucaryotes
supérieurs suggerent que ces deux activités possedent un réle non négligeable. Actuellement,
I’activité chymotrypsine-like du protéasome semble avoir perdu son réle prépondérant et des
études sont en cours afin de déterminer la part des trois activités du protéasome dans la

dégradation protéolytique (89).
Si la structure et I’organisation tri-dimensionnelle des trois types de sites actifs sont désormais

bien connues et permettent de déduire in vitro les préférences de clivage de chacun de ces

sites, la réalité biologique in vivo apparait nettement plus complexe. En effet, ces préférences
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de clivage ne sont pas absolues : la coupure d’un pont peptidique a I’intérieur d’un substrat
semble dépendre autant de la qualité des résidus immédiatement voisins du site de clivage que
de leurs interactions avec des résidus plus lointains du site actif (jusqu’a 8 acides aminés de
part et d’autre). Il existe également des effets allostériques entre les 6 sous-unités actives du
protéasome ; les trois sites actifs ne fonctionnent pas indépendamment les uns des autres, et il
semble que presque chaque acide aminé peut servir de site de clivage pour chacune des 3
activités enzymatiques. Toutes ces caractéristiques procurent au protéasome une grande
flexibilité vis-a-vis des substrats a cliver et assurent, quel que soit "I’encombrement” de la

chambre protéolytique, la dégradation des protéines cibles (67, 90).

La concentration de plusieurs activités protéasiques dans un nanocompartiment permet la
dégradation efficace et rapide des substrats et évite la production de fragments peptidiques
trop longs qui pourraient conserver une activité biologique et interférer avec la physiologie
cellulaire (81, 91).

C. Les sous-unités régulatrices 19S (Figure 7)

Bien que les protéasomes 20S purifiés soient capables d’hydrolyser des peptides de courte
taille, ils ne peuvent pas dégrader des protéines poly-ubiquitinylées, pour lesquelles la
présence des sous-unités régulatrices 19S est indispensable (67). En se liant aux deux
extrémités du protéasome 20S pour former le protéasome 26S, les complexes 19S permettent

I’activation de la partie catalytique (81).

36



Couvercle

—

% Base
Anneau
d'ATPases @%

—

Figure 7: Structure du complexe régulateur 19S. Rpt:
Regulatory particle triple-A protein, Rpn: Regulatory particle
non-ATPase. Adapté d’apres Esser, et coll (92)

Les sous-unités régulatrices 19S (aussi appelées PA700) sont fixées a chaque extrémité du
protéasome 20S. Chaque particule 19S peut étre divisée en deux sous-structures, un
"couvercle" et une base (67, 68). La base contient un anneau de six ATPases de la famille
AAA, Rptl a Rpt6 (ATPases Associated with a variety of cellular Activities), et trois sous-
unités non-ATPasiques, Rpnl, 2 et 10 (93). L’anneau d’ATPases contrble I’entrée dans
I’orifice du protéasome 20S et joue un réle de protéine chaperone nécessaire a la dénaturation
des substrats et a leur translocation dans la chambre protéolytique du protéasome (84, 85, 91).
Le couvercle est constitué d’au moins huit sous-unités non ATPasiques (Rpn 3, 5, 6, 7, 8, 10,
11, et 12) responsables de la reconnaissance de la chaine poly-ubiquitinylée et du recyclage de
I’ubiquitine (81).
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lll. L'ubiquitinylation des protéines

A. Généralités

1. L'ubiquitine

L’ubiquitine (Ub) est une petite protéine de 76 acides aminés, décrite pour la premiére fois en
1975 (94). Elle se présente sous forme globulaire et est trouvée soit en tant que monomere
libre dans le cytosol, soit liée de fagcon covalente (liaison amide) avec elle-méme ou avec
d’autres protéines (68). L’ubiquitine a d’abord été mise en évidence pour sa participation a la

protéolyse réalisee par le protéasome.

L’ubiquitine posséde une structure relativement complexe qui permet des interactions
protéines-protéines (95). Pour certains, I’ubiquitinylation constituerait une modification post-
traductionnelle des protéines aussi importante que la phosphorylation (96). Ainsi, outre son
role dans la dégradation protéasomique, I’ubiquitine participe a la transduction du signal qui
régule le cycle cellulaire, I’endocytose, la transcription la réparation de I’ADN, I’apoptose et

la réponse immune (95, 97).

2. Les différents types d'ubiquitinylation des protéines

L’ubiquitine est conjuguée aux protéines sur lesquelles elle se fixe via une liaison peptidique
entre I’extrémité carboxy-terminale d’un de ses residus glycine (G76) et I’extrémité amino-

terminale des lysines acceptrices portées par les protéines cibles (68).
L’ubiquitine possede elle-méme 7 résidus lysines (K6, -11, -27, -29, -33, -48, -63) (Figure 8)

qui chacune permettent son autopolymeérisation et la formation de chaines de différents types
(Figure 9).
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Figure 8 : Représentation tri-dimensionnelle de
I’ubiquitine. Les résidus lysines responsables des
interactions sont colorés en bleu. Adapté d’aprés
Staub, et coll. (97).

L’ubiquitinylation des protéines peut étre de différents types (Figure 9). Ainsi, est observée la
fixation covalente d’un seul résidu ubiquitine (monoubiquitinylation et monoubiquitinylation

multiple) ou la conjugaison de chaines de résidus ubiquitine (polyubiquitinylation) (98).
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Figure 9 : Les différents types d’ubiquitinylation des protéines. Adapté d’aprés Dikic, et
coll. (98)

Dans une chaine polyubiquitine, chaque ubiquitine se lie a la précédente en établissant un
pont peptidique entre son résidu glycine carboxy terminal (G76) et un résidu lysine (K48,
K63...) de I’'ubiquitine précédente. Les chaines les plus représentées dans les cellules sont les

chaines homotypiques K48 (99).

3. Les multiples rdles de I'ubiquitinylation des protéines

La fixation d’une seule molécule d’ubiquitine (monoubiquitinylation) constitue un signal
important dans la signalisation intracellulaire en participant aux processus d’endocytose (ex.
internalisation des récepteurs a tyrosine-kinase) et aux phénomenes d’adressage des protéines
entre les différents compartiments cellulaires (97, 100). La monoubiquitinylation est aussi
impliquée dans la régulation de la compaction de la chromatine et dans la réparation de
I’ADN (ubiquitinylation des différents acteurs de la réparation, par exemple PCNA
[Proliferating Cell Nuclear Antigen]) (79, 101, 102).
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Dans le cas d’une chaine poly-ubiquitinylée, la disposition des résidus ubiquitine dans la
chaine n’est pas anodine et le signal ainsi constitue modifie fortement le devenir de la

protéine porteuse de la chaine.

Ainsi, les chaines homotypiques K48 et K29 sont impliquées dans I’adressage des protéines
pour la dégradation protéasomique. Une chaine tétra-ubiquitine K48 est le signal minimal
pour une reconnaissance efficace par le protéasome. Néanmoins, il semble que les chaines
plus longues conférent un avantage significatif, le principal bénéfice étant certainement une
augmentation du temps de résidence sur le protéasome, plutdt qu’une augmentation de

I’affinité du substrat pour le protéasome.
Les chaines K11 et K63 sont, quant a elles, impliquées dans d’autres processus comme la

réparation des lésions de I’ADN, I’endocytose, ou la régulation d’activités enzymatiques (67,
91, 103).

B. Cascade enzymatique de fixation de la chaine d’ubiquitine

L’ubiquitinylation des protéines, présentée sur la figure 10, requiert I’activité séquentielle de
plusieurs types d’enzyme (81).
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Figure 10: Les différentes étapes de I’ubiquitinylation des protéines. Ub = ubiquitine ; S =

protéine substrat. Adapté d’aprés Weissman (101)
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1. Enzymes d’activation E1s

L’ubiquitine est tout d’abord activée avec formation d’une liaison thioester avec une enzyme
d’activation (ubiquitin-activating enzyme ou E1) en présence d’ATP. Chez les Eucaryotes, la
réaction d’activation se déroule en deux étapes : la formation initiale d’un intermédiaire
ubiquitine-adénylate est suivie de la réaction de cet intermédiaire avec le résidu cystéine de
I’E1 pour former un pont thioester. L’ubiquitine ainsi activée est ensuite transférée aux
enzymes de type E2 (104). Une dizaine d’enzymes de type E1 ont été décrites chez I’Homme.
Par ailleurs, la délétion du géne codant pour I’enzyme E1 chez la Levure est

systématiquement létale, ce qui démontre le caractére essentiel de cette enzyme (68).

2. Enzymes de conjugaison E2s

Au cours d’une réaction de transthiolation, I’ubiquitine activée est transférée de I’enzyme E1
vers un résidu cystéine d’une enzyme de conjugaison E2 (ubiquitin-conjugating enzyme).
Chez les Mammiféres, plus d’une centaine de protéines ont été identifiées comme membre de
la famille E2. Toutes ces enzymes posseédent un domaine conservé d’environ 150 acides

aminés contenant le résidu cystéine necessaire a leur activité (68, 97, 104).

3. Ubiquitine-ligases E3s

L’etape suivante dans la cascade d’ubiquitinylation des protéines correspond au recrutement
spécifique de la protéine a dégrader et au transfert de I’ubiquitine sur cette protéine substrat.
Cette réaction est catalysée par les enzymes de la famille E3 ou ubiquitine-ligases. Plusieurs
centaines de membres ont déja été décrits chez les Mammiferes (67, 99).

42



a. Les deux grands types de E3s

L’ubiquitine ligase est une protéine ou un complexe protéique capable de se lier a I’enzyme
E2 et a la protéine a dégrader. L’interaction avec le substrat peut étre directe ou se faire par

I’intermédiaire des protéines adaptatrices. On distingue deux grandes familles d’enzymes E3 :

- les E3s a domaine HECT (Homologous to the E6-AP Carboxy-Terminus) : dans ce
cas, I’enzyme E3 possede un réle catalytique. L’ubiquitine activée est transférée de I’E2 sur
un résidu cystéine de I’enzyme E3 avant d’étre conjuguée a un groupement amino-terminal
d’une lysine de la protéine cible. L’extrémité NH,-terminale de ces enzymes E3 est trés

variable et est responsable de la reconnaissance spécifique du substrat (67, 68, 101).

- les E3s a RING finger (Really Interesting New Gene) : I’enzyme E3 sert de support
assurant le rapprochement de I’enzyme E2 porteuse de I’ubiquitine activée et le substrat, ce
qui permet un transfert direct et efficace de la molécule d’ubiquitine sur la protéine a
dégrader. Le motif "RING finger" est indispensable pour la fixation & I’enzyme de type E2.
Parmi les E3s a RING finger, trois types de complexes supramoléculaires (SCF, CBC,
APC/C) sont bien connus et présentent des similitudes architecturales et fonctionnelles
(Figure 11 et Tableau V) (81, 95).
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Figure 11: Structure des complexes

multimériques SCF, CBC et APC/C. Adapté
d’aprés Coux, et coll. (81)

Tableau V : Classification et caractéristiques des enzymes E3 & RING finger

Structure Protéines cibles Exemples Références
Complexes  Skpl - culline 1 - F-box B ] p27, cdc25,
) Protéines phosphorylées o (68, 81)
SCF protein IxBa, B-catenine
Complexes  Culline 2 - élongine B - Motif de reconnaissance non
. ) HIFla (81)
CBC élongine C déterminé
Complexes Anaphase Promoting Protéines possédant un motif . (81, 105,
Cyclines AetB
APC/C Complex/Cyclosome KEN box 106)

b. Mode de reconnaissance du substrat

L’ ubiquitinylation nécessite la fixation de la protéine cible a I’ubiquitine ligase appropriée.
Plusieurs modes de reconnaissance par les E3s ligases sont désormais bien caractérisés
(Tableau VI). Parmi ceux-ci, la phosphorylation du substrat est le mécanisme le plus décrit
(67, 107)
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Tableau VI : Les différents modes de reconnaissance du substrat par les E3s ligases (67, 68, 108).

Mode de reconnaissance Séquences identifiées Exemples de substrats

Via le résidu NH,-terminal Résidu NH,-terminal = motif de d
n
destabilisation

Phosphorylation du substrat PEST (Proline - acide )
) . o Cyclines D et E, p27, IxBa
glutamique, Sérine, Thréonine)

Reconnaissance en trans Destruction de p53 et du
Intervention de protéines récepteur CD4 lymphocytaire
ancillaires induite par des virus (HPV et
HIV)
Protéines anormales, mutées ) Protéines mal conformées du
) Domaines hydrophobes ) )
ou mal conformées reticulum endoplasmique
Via des séquences spécifiques Boite de destruction Cyclines AetB

nd : non déterminé

4. Enzymes d’élongation E4s

Pour de nombreuses protéines, la chaine de polyubiquitine est formée par une série de cycles
identiques impliquant successivement les enzymes E1, E2 et E3, jusqu’a obtention d’un motif
suffisant pour permettre la dégradation par le protéasome. En revanche, pour d’autres
protéines a dégrader, la formation de la chaine implique I’intervention d’une autre famille

d’enzymes, appelées enzymes d’élongation ou E4 (104, 109).

C. Régulation du processus d’ubiquitinylation

1. Régulation générale

Le systeme ubiquitine-protéasome peut étre régulé soit au niveau de I’ubiquitinylation, soit au
niveau de I’activité du protéasome. Ce systeme intervenant dans une multitude de processus
cellulaires, la régulation est généralement tres spécifique. Néanmoins, une régulation plus
générale a eté rapportée. On note une augmentation de I’expression des différents composants

de la voie ubiquitine-protéasome lors de la dégradation massive des protéines des muscles
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squelettiques chez les Mammiferes. Ceci survient notamment dans les cas de cachexie liée au

cancer, de septicémie, ou d’acidose métaboligue (108).

2. Régulation par des protéines dites "ubiquitine-like"

Les enzymes et les substrats de la voie d’ubiquitinylation sont modifiés par des protéines dites
"ubiquitine-like™ (protéines structurellement et fonctionnellement proches de I’ubiquitine).
Dans le cas des enzymes de type E1, E2 et E3, la fixation des protéines ubiquitine-like affecte
leur activite ou leur stabilité. Par ailleurs, la fixation de ces protéines sur les substrats modifie

leur capacité a étre degradée par la voie ubiquitine-protéasome (67).

Les multiples réles des protéines "ubiquitine-like" sont actuellement en cours de découverte
mais leur importance biologique est déja parfaitement reconnue. Un des mécanismes
régulateurs les plus décrits est I’attachement de molécules "ubiquitine-like" comme SUMO
(Small Ub-related MOdifier), a la place de I’ubiquitine. Par exemple, alors que I’activation de
NF-kB est généralement associée a I’ubiquitinylation et a la destruction de son inhibiteur
naturel IkBa, la sumoylation de IkBo stabilise la protéine (non dégradation par non
reconnaissance par les enzymes d’ubiquitinylation) et évite I’activation de NF-xB. De fagon
similaire, a I’état basal, la protéine p53 est rapidement ubiquitinylée et dégradée par le
protéasome via la E3 ligase MDMZ2. En revanche, en cas de stress génotoxique, p53 peut étre
SUMOylée et conduit a la relocalisation la protéine au niveau de ses sites d’activation de la
transcription. Il est possible que I’antagonisme mutuel entre SUMO et ubiquitine résulte aussi
en une molécule se partageant entre deux pools, stable et instable, entre différents

compartiments cellulaires (79).
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3. Recyclage de I'ubiquitine et enzymes de déubiquitinylation

a. Diversité des enzymes de déubiquitinylation (DUBS)

Les enzymes de déubiquitinylation appartiennent a 5 sous-familles, 4 sont des cystéines
protéases et 1 est une métalloprotéase dépendante du zinc : on distingue les UBP (UBiquitin-
specific processing Protease group), les UCH (Ubiquitin Carboxy-terminal Hydroxylases),
les OTU-related proteases (Ovarian TUmor), I’ataxin-3, et les JAMM/MPN+ proteases (JAB
1/MPN/Mov34 metalloenzyme/Mrplp Padlp N-terminal domain). Les deux premieres
catégories sont de loin les plus fréquentes et les plus etudiées (110). En général, les UCH sont
impliguées dans I’élimination des courtes chaines d’ubiquitine. Les UBP sont responsables de
la dégradation des chaines de polyubiquitine plus complexes (94). Les projets de séquencage
du génome humain ont mis en évidence de nombreux candidats pouvant intervenir en tant que
DUBSs, ce qui en fait une des familles d’enzymes les plus importantes parmi toutes celles
impliquées dans le systeme ubiquitine-protéasome (111). Chez I’Homme, plus de 500

candidats ont été proposes (112).

b. Fonctions biologiques des enzymes de déubiquitinylation

Les DUBs jouent un role trés I’important dans I’homeostasie cellulaire. L’inactivation des
principales enzymes de déubiquitinylation conduit, entre autres, a I’inhibition de la protéolyse
par le systéeme ubiquitine-protéasome. Ceci est certainement la consequence de deux
phénomenes : la déplétion du pool cellulaire d’ubiquitine libre et la saturation du protéasome

par des chaines polyubiquitinylées (67, 111).

Les enzymes de déubiquitinylation possédent de multiples réles biologiques parmi lesquels on

distingue :

- La dégradation des précurseurs de I’'ubiquitine (génération de monomeres d’ubiquitine
libres)

Les molécules d’ubiquitine ne sont généralement pas synthétisées dans les cellules sous forme
de monomeres libres mais plut6t en tant que multimeres circulaires et en tant que protéines de

fusion avec les ribosomes. Ainsi les DUBs sont essentielles pour la génération de monomeres
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d’ubiquitine libres a partir des précurseurs circulaires et des adduits aux protéines ribosomales
(111).

- La correction des substrats ubiquitinylés de facon inappropriée
Les enzymes de déubiquitinylation exercent aussi de fonction de correction en éliminant les

chaines d’ubiquitine conjugueées a des substrats par erreur (108).

- La libération des susbtrats polyubiquitinylés pour permettre la dégradation par le
protéasome 26S

Le complexe régulateur 19S du protéasome posséde une activité de deéubiquitinylation qui
permet la libération des chaines polyubiquitinylées a partir des substrats a dégrader ; la (les)

sous-unités porteuse(s) de cette activité reste(nt) a identifier (67, 111).

- Le trafic des protéines membranaires

La monoubiquitinylation et la polyubiquitinylation en lysine 63 conduisent a I’internalisation
des protéines de la membrane cellulaire par phénoméne d’endocytose. Les enzymes de
déubiquitinylation permettent le recyclage des molécules d’ubiquitine avant que les vésicules

d’endocytose ne fusionnent avec les lysosomes (97, 100).

D. Exceptions a la voie classique d’ubiquitinylation

Pendant longtemps, la voie d’ubiquitinylation classique a consisté uniquement en une cascade
de reactions enzymatiques catalysées successivement par les enzymes de type E1, E2 et E3,
qui conduit a la formation d’une chaine de plusieurs molécules d’ubiquitine liées par des
ponts peptidiques entre la glycine en position 76 et un résidu lysine de la protéine substrat.

Quelques exceptions ont été décrites.
Il existe des enzymes d’activation analogues de I’enzyme E1 qui assurent I’activation

spécifique des protéines "ubiquitine-like". Dans d’autres cas, I’ubiquitine est activée par une

enzyme hybride E1-E2. Il existe de la méme fagon des enzymes hybrides de type E2-E3 (67).
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Pour certaines protéines, la fixation de la premiére molécule d’ubiquitine s’effectue non pas

sur un résidu lysine interne au substrat mais au niveau de I’extrémité amino-terminale (71).

IV. Dégradation des protéines poly-ubiquitinylées par le protéasome

A. Adressage des protéines a dégrader au protéasome

De multiples mécanismes sont responsables de I’adressage des substrats au protéasome,
méme s’il n’existe pas d’accord général sur leur identité et leur nombre exact. Cette variété
reflete probablement la diversité des situations a laquelle les cellules doivent faire face. On
peut, par exemple, facilement comprendre que la dégradation d’une protéine qui doit étre
extraite du réticulum endoplasmique pour étre détruite, n’obéisse pas aux mémes contraintes
que celle d’une protéine nucléaire. Il est probable qu’une fraction des protéines ubiquitinylées
soit reconnue directement par le protéasome. il est possible (bien que la démonstration
formelle soit encore manquante) que la plupart des protéines ubiquitinylées soient adressées
au protéasome grace a des protéines navettes se liant d’un coté a des chaines d’ubiquitine et,
de I’autre, au complexe régulateur 19S. En effet, de nombreuses protéines peuvent se fixer au
protéasome de facon plus ou moins transitoire. Il semble que le protéasome, loin de
fonctionner en tant qu’entité propre, appartienne a des structures macromoléculaires
dynamiques dont les composants varient en fonction des besoins cellulaires. Les multiples
protéines capables de se fixer au protéasome permettent d’amener les protéines a dégrader a
proximité du protéasome (99). Enfin, des travaux récents ont démontré que cet adressage des
protéines a dégrader pouvait avoir des conséquences physiopathologiques importantes,
notamment dans le cadre des maladies neurodégénératives, les protéines se distribuant entre

deux compartiments en fonction de leur ubiquitinylation et de leur état d’agrégation (113).

1. Composants du systeme d’ubiquitinylation
De plus en plus d’arguments suggerent que le protéasome fonctionne, au moins pour partie,

associé de facon directe avec le systeme d’ubiquitinylation. La maniére dont les protéines
ubiquitinylées sont transférées au protéasome reste obscure mais il semble que la plupart des
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protéines ubiquitinylées soient adressées au protéasome grace a des protéines "navettes” se

liant d’un cote a des chaines d’ubiquitine et, de I’autre au complexe régulateur 19S (99).

Ainsi, de nombreux auteurs rapportent que les enzymes de type E2 et E3 peuvent étre
associees, au moins temporairement, avec le protéasome. Ces interactions semblent le plus
souvent transitoires et des protéines contenant des domaines ubiquitine-like jouent
probablement le r6le de ponts moléculaires au cours de ces processus. Ce type d’association

assure une efficacité optimale du systéme ubiquitinylation - dégradation (91, 99, 114).

2. Chaperones et protéines de choc thermique

Outre la fonction "chaperone-like" de la base du complexe 198, il est établi que le protéasome
s’associe avec des protéines de choc thermique ou protéines chaperones (notamment Hsp70 et
Hsp90 [Heat shock protein]) (109). Les cellules sont équipées de deux systemes qui évitent
I’accumulation de protéines anormales formées au cours de la synthese ou lors de dommages
post-synthétiques. L’un de ces systéemes est constitué par les protéines chaperones qui
reconnaissent les conformations non-natives des protéines pour éviter des phénomenes
d’agrégation irréversibles et aider ces protéines a acquérir leur conformation fonctionnelle. Le
second systeme est le systeme ubiquitine/protéasome qui assure la destruction sélective des
protéines non assemblées ou de conformation incorrecte et qui n’ont pas pu étre prises en
charge efficacement par les chaperones. Ces deux systémes agissent donc de facon
coordonnée pour éviter I’agrégation et I’accumulation de ces protéines, maintenant ainsi
I’homéostasie au sein de la cellule (115). Comme les chaperones ne peuvent renaturer toutes
les protéines endommagées dans une cellule, leur capacité a faciliter la dégradation de ces
protéines via une interaction directe avec le protéasome est fondamentale, notamment en

évitant une consommation d’ATP inutile par d’infructueux essais de renaturation (116).
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3. L’exemple de la protéine CHIP

Le cas de la protéine CHIP (Carboxy terminus of Hsp70-Interacting Protein) est le plus décrit
pour illustrer I’intégration du protéasome dans des complexes macromoléculaires permettant
I’élimination des protéines surnuméraires ou endommageées. La figure 12 représente
schematiquement I’intégration du protéasome dans un complexe macromoléculaire, associant,

entre autres, la protéine CHIP et la chaperone Hsp70.

Chaine
d’ubiquitine
liées en K48

Figure 12: Interaction de la protéine CHIP avec le
protéasome et la protéine chaperone Hsp70. Adapté d’apres
Farras, et coll. (99)

La protéine CHIP est un co-chaperon qui interagit avec les protéines chaperones de la famille
Hsp70. CHIP agit également en tant que E3 ligase pour les substrats des protéines de choc
thermique. Elle peut également fixer des enzymes de type E2. Les chaperones sélectionnent
les substrats pour I’ubiquitinylation médiée par CHIP. La protéine BAG-1 (Bcl-2-associated
AthanoGene) intervient aussi dans ce complexe et assure le lien entre Hsp70 et le complexe
19S du protéasome. La E3 ligase CHIP assure aussi la conjugaison de chaines d’ubiquitine
sur les autres membres du complexe (notamment Bag-1 et Hsp70) mais les raisons de
I’absence de dégradation de ces protéines par le protéasome ne sont pas élucidées (67, 92, 99,
107).
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B. Mécanisme général de la dégradation des substrats polyubiquitinylés

La dégradation des substrats poly-ubiquitinylés par le protéasome se déroule en plusieurs

étapes (Figure 13).
1. Reconnaissance de .
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Figure 13 : Les différentes étapes de la degradation des substrats polyubiquitinylées. Adapté
d’apres Smith, et coll. (117)

1. Reconnaissance de |'ubiquitine

Une chaine formée de quatre résidus ubiquitine est le signal de dégradation minimal (103). La
reconnaissance de ce signal peut se faire directement par certaines sous-unités du complexe
19S (notamment Rpnl et Rpn2) (67). En outre, il a été montré que la sous-unité ATPasique
Rpt5 de cellules eucaryotes est également capable de reconnaitre la chaine poly-ubiquitine
(118). Par ailleurs, un certain nombre de protéines peuvent s’associer transitoirement au
protéasome ou aux sous-unités du complexe 19S et assurer ainsi une reconnaissance indirecte
des chaines d’ubiquitine (67, 99).

La fixation de la chaine d’ubiquitine se fait généralement sur la sous-unit¢ Rpnl0 du

complexe 19S, notamment via des interactions hydrophobes. Plusieurs autres sous-unités du

complexe 19S, sont certainement nécessaires pour la fixation optimale de la chaine
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d’ubiquitine (67). Récemment, il a été démontré que la sous-unité Rpnl3 participait a la

reconnaissance des chaines mono- et bi-ubiquitine (119, 120).

2. Fixation du substrat

Aprés la fixation de I’ubiquitine, la protéine substrat est fixée par le protéasome via de
multiples interactions hydrophobes impliquant diverses sous-unités du complexe 19S. Ces
multiples interactions permettent de positionner les substrats de facon adéquate afin qu’ils
puissent ensuite étre facilement injectés au niveau de la chambre catalytique du protéasome
20S (67).

3. Déubiquitinylation

Aprés reconnaissance de la chaine d’ubiquitine, celle-ci est dissociée du peptide a cliver, puis
les molécules d’ubiquitine sont libérées dans le cytoplasme. Le complexe régulateur 19S
posséde une activité ubiquitine-hydrolase qui permet d’éliminer la chaine d’ubiquitine. 1l est
probable que la chaine poly-ubiquitine doive étre éliminée avant que le substrat a dégrader ne
soit injecté dans la chambre protéolytique. Il est également possible que I’activité ubiquitine-
hydrolase du complexe 19S permette de libérer des substrats qui auraient subi une
ubiquitinylation "par erreur" (67).

4. Destructuration et translocation

La dégradation des protéines par le protéasome est strictement ATP-dépendante. Les sous-
unités ATPasiques situees au niveau de la base du complexe 19S utilisent I’énergie produite
par I’hydrolyse de I’ATP pour :
- déplacer les extrémités amino-terminales des sous-unités a pour ouvrir le protéasome
20S;
- déstructurer les substrats a dégrader : il s’agit d’une étape indispensable car le pore
d’entrée dans la chambre protéolytique est trop étroit pour permettre aux protéines d’y

pénétrer a I’état natif
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- injecter le substrat déstructure dans la chambre protéolytique de la particule 20S.

On ne sait pas actuellement si ces différentes fonctions sont portées par des sous-unités
ATPasiques distinctes ou si chacune d’entre elles est susceptible d’effectuer I’ensemble des

réactions liées a I’hydrolyse de I’ATP (67).

5. Protéolyse

Dans la plupart des cas, les protéasomes clivent les protéines au niveau des liaisons peptiques
et relargaguent des peptides courts, de 3 a 22 acides aminés. La longueur médiane des
produits de dégradation est de 7 a 9 résidus. Une protéine est totalement hydrolysée avant que
le substrat suivant ne pénétre dans la chambre protéolytique. Les peptides générés par le
protéasome ont une demi-vie courte et ne s’accumulent pas dans les cellules. Ils sont
systématiquement hydrolysés dans les secondes qui suivent leur production par des protéases

et des aminopeptidases cytosoliques (67, 89).

La protéolyse effectuée par le protéasome est un phénomeéne rapide : un grand nombre de
protéines différentes peuvent étre eliminées en quelques minutes (121). En outre, le
mécanisme de dégradation sélective des protéines réalisé par le systéme ubiquitine-
protéasome est irréversible, ce qui en fait un régulateur idéal pour contréler des processus

unidirectionnels, comme le cycle de division cellulaire (122, 123).

C. Exceptions a la voie classique de la dégradation par le protéasome

La protéolyse par le systeme ubiquitine-protéasome suit un schéma relativement simple et

bien organisé. Néanmaoins, il existe de multiples exceptions.

Ainsi, certains substrats ne nécessitent pas la fixation d’une chaine d’ubiquitine pour étre
dégradés par le protéasome : c’est le cas, par exemple, de I’ornithine décarboxylase, de p21,
de c-Jun, de la calmoduline, ou de la troponine-C. Des travaux récents ont en effet montré que

certaines protéines faiblement structurées, comme p2l1 sont capables de désorganiser
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I’obturation du protéasome 20S et de trouver, seules, leur chemin vers la chambre catalytique
(93, 99, 124).

Par ailleurs, I’'ubiquitinylation ne conduit pas toujours a I’élimination totale du substrat : c’est
le phénomene de RUPture (Regulated Ubiquitin/proteasome-dependent Processing). C’est le
cas de la dégradation limitée de p105, protéine précurseur de la sous-unité p50 de NF-xB. Le
domaine C-terminal de p105 est complétement dégradé par le protéasome alors que la partie
amino-terminale reste intacte. Il semble qu’en cas de protéolyse partielle d’une protéine, la
dégradation intervienne au niveau des extrémités C- et N-terminales ainsi qu’a partir de
domaines flexibles transloqués a I’intérieur du protéasome. Etant donné que le protéasome
dégrade les protéines de fagon progressive, des signaux au sein de la protéine en cours de

destruction doivent exister pour permettre I’arrét de la réaction (67, 108, 125, 126).

V. Implication du systéme ubiquitine-protéasome dans les processus cellulaires

physiologiques

La place centrale qu’occupe le protéasome dans la protéolyse intracellulaire fait qu’il est
impliqué dans tous les processus cellulaires fondamentaux, comme le cycle cellulaire,
I’adaptation métabolique aux conditions environnementales, la réponse aux stimuli
extracellulaires, la biogénése des organelles, la réparation de I’ADN et la régulation de la
transcription. Toutes ces fonctions font du protéasome un élément indispensable au maintien
de I’homéostasie cellulaire (67, 79, 82, 84, 115, 127).

55



A. Dégradation associée au reticulum endoplasmique

Chez les Mammifeéres, lors de la synthése protéique, les ribosomes se fixent sur les
translocons, et les protéines nouvellement synthétisées sont transférées directement dans la
lumiéere du réticulum endoplasmique (RE). Les translocons (par exemple Sec61) sont des
canaux de la membrane du RE qui permettent le passage a double sens des protéines (128,
129). Dans des conditions physiologiques, jusqu’a 30% des polypeptides nouvellement
synthétisés n’atteignent jamais leur état natif. La mauvaise conformation des protéines peut
étre stimulée par la mauvaise incorporation d’acides aminés, conséquence de mutation ou
d’erreurs pendant la transcription et la traduction, ainsi que par des stress thermiques,
osmotiques et oxydatifs. Il n’existe pas de fonction de correction de la mauvaise conformation
avant le passage dans le RE (92). A ce stade, deux types de réponses peuvent se mettre en
place :

- dans un premier temps, la présence de protéines dénaturées induit une réponse dite
Unfolded Protein Response (UPR). En conséquence, I’expression transcriptionnelle des
chaperones est stimulée, ce qui se traduit par une concentration plus élevee de chaperones
dans la lumiére du RE et ce qui aide a corriger les défauts de conformation (129). L’UPR
conduit également a une diminution de I’import des protéines dans le RE en induisant un

ralentissement de la synthese protéique (130).

- si les chaperones ne parviennent pas a renaturer toutes les protéines anormales, une
voie de dégradation impliquant le protéasome se met alors en place. Il s’agit de la voie ERAD
(Endoplasmic Reticulum-Associated protein Degradation). L’ERAD est une voie catabolique
responsable de la destruction rapide des polypeptides défectueux ou de configuration
anormale ainsi que des protéines physiologiquement instables présentes dans le lumen ou
associées aux membranes du RE. Au cours de ce processus, les protéines anormales sont
extraites du RE via les translocons et sont dégradées dans le cytoplasme par le protéasome
(91, 131). La polyubiquitinylation des substrats a lieu au niveau de la face cytosolique du RE,
sur laquelle Les enzymes de type E2 et E3 sont fixées. La protéine CHIP assure la fonction E3

ligase pour une majorité des polypeptides du RE (129).

La figure 14 représente le mécanisme schématique du processus ERAD.
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Figure 14 : Mécanisme de transfert rétrograde des protéines dénaturées du reticulum

endoplasmique ou ERAD. Adapté d’apres Kostova, et coll. (132)

L’UPR et ’ERAD constituent des réponses adaptatives aux stress subis par le RE. L’UPR
permet I’exposition prolongée des substrats a la machinerie de renaturation, et il évite le
relargage de protéines potentiellement dangereuses pour les cellules (128, 129). En effet, les
polypeptides dénaturés exposent a leur surface des zones hydrophobes, qui sont responsables
de la formation d’agrégats. La machinerie de contr6le-qualité cellulaire supprime la formation
des agrégats en assurant la fidélité de la transcription et de la traduction et en dégradant
sélectivement les protéines a conformation non-native avant leur agrégation (133). Lorsque
les capacités des chaperones et de la voie ERAD sont débordées, le RE se trouve dans une
situation de stress prolongé, ce qui conduit a I’activation des voies de mort cellulaire par
apoptose (115, 130).
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B. Dégradation protéasomique et réponse immunitaire

Il existe des analogues tres particuliers du protéasome appelé immunoprotéasomes, rencontrés
uniquement chez les Eucaryotes les plus évolués qui présentent une réponse immune
adaptative. Au niveau cellulaire, les immunoprotéasomes se localisent préférentiellement au
niveau du réticulum endoplasmique (80). Ces entités possedent une structure différente de
celle du protéasome classique, tant au niveau du noyau 20S que des complexes régulateurs.
En effet, les trois sous-unites catalytiques du protéasome 20S sont remplacées, dans le cas de
I’immunoprotéasome par des sous-unités B particulieres, Bil (LMP2), Bi2 (LPM7) et Bi5
(MECL-1) qui possedent elles aussi une activite protéolytique. Les complexes régulateurs 19S
sont remplacés, quant a eux, par des complexes 11S (ou PAZ28), spécifiques des
immunoprotéasomes. La fixation du complexe PA28 ouvre le pore de I’anneau o pour
permettre I’acceés aux substrats, mais cette structure a une prédilection pour les protéines

partiellement dégradées, plutt que pour les molécules intactes polyubiquitinylées (67, 79).

Les sous-unités catalytiques de I’immunoprotéasome ainsi que les complexes PA28 sont
inductibles par diverses cytokines, en particulier par I’interféron-y. Il est a noter que ces
structures sont exprimées constitutivement dans la rate et le thymus, notamment au niveau des
lymphocytes T (84, 134). En conditions non-inflammatoires, la plupart des types cellulaires

n’expriment pas les sous-unités Bil, Bi2 et Bi5 et I’expression de PA28 reste faible (90).

Dans les globules blancs et dans tous les autres types cellulaires en conditions inflammatoires,
les immunoprotéasomes sont exprimés sous I’effet de I’interféron-y (infections virales et
bactériennes, notamment). Les immunoprotéasomes clivent les protéines étrangeres apres les
acides aminés hydrophobes, ce qui permet I’association des peptides clivés avec la machinerie
du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (67, 84). Contrairement a ce qui se passe
avec le protéasome 26S, la dégradation réalisée par I’immunoprotéasome ne nécessite pas la
présence d’ATP (81). Les peptides étrangers associés au complexe majeur
d’histocompatibilité de classe | sont ensuite exposés a la surface des cellules infectées et sont
reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques qui déclenchent la lyse de la cellule infectée
(78, 135).
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C’est dans ce cadre qu’a été mis en évidence une nouvelle propriété du protéasome : en effet,
Hanada, et coll. (136) ont démontré que le protéasome était susceptible, dans certains cas, de
réaliser un "épissage” des protéines a cliver afin de générer les antigénes de classe |
appropriés (cet épissage consiste en un clivage de la protéine en 3 fragments puis en la
ligation des deux fragments carboxy- et amino-terminaux, générant un peptide plus court et

tronqué).

C. Dégradation protéasomique et cycle cellulaire

Le passage spécifique des cellules d’une phase du cycle cellulaire a I’autre est contrélé par
des régulateurs positifs (cyclines, CDKs [Cyclin-Dependant Kinases]) et par des régulateurs
négatifs comme les inhibteurs de CDK (CKIs). A chaque transition d’une phase a une autre
sont associées des combinaisons spécifiques des différents régulateurs positifs et négatifs
(Figure 15) (137). L’activité de chaque CDK est régulée spécifiquement par des cyclines et

cette activite oscille au cours des différentes phases du cycle cellulaire (138, 139).
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Figure 15 : Intervention du systéeme ubiquitine-protéasome dans la

progression dans le cycle cellulaire. Adapté d’aprés Adams (96)

Les cyclines agissent spécifiqguement lors de certaines phases du cycle cellulaire : les cyclines

D et E interviennent durant la phase G1, les cyclines E et A agissent au cours de la phase S et

les cyclines A et B pendant la mitose. Le niveau d’expression des différentes cyclines varie de

facon spécifique a chaque phase du cycle cellulaire via des processus étroitement régulés de

synthese et de protéolyse. Deux E3-ligases participent a la dégradation des cyclines par le

systeme ubiquitine-protéasome : il s’agit du complexe APC/C et d’un complexe SCF qui

présentent des activités spécifiques lors de chaque phase du cycle cellulaire afin d’assurer la

dégradation des cyclines adéquates. Ainsi, le complexe APC/C est indispensable a la

transition M/G1 en assurant en particulier I’ubiquitinylation des cyclines mitotiques A et B.

Le complexe SCF est impliqué dans le passage de la phase G1 a la phase S en ubiquitinylant

les cyclines de la phase G1 (D et E) (96,

138).
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D. Implication du systeme ubiquitine-protéasome dans I’apoptose

Le systeme ubiquitine-protéasome joue un rble dans les phénoménes d’apoptose
principalement par I’intermédiaire des protéines qu’il dégrade. De nombreuses protéines aussi
bien pro- et que anti-apoptotiques sont ainsi soumises a la dégradation réalisée par le systéme

ubiquitine-protéasome (Tableau VII).

Tableau VII: Exemples de protéines régulatrices de I’apoptose dégradées par le systéeme

ubiquitine-protéasome Adapté d’aprés Naujokat, et coll. (137).

Protéine Fonction Conséquences de la dégradation, remarques

c-1AP1, XIAP Inhibition de I’apoptose Induction de I’apoptose, dégradation apres auto-
ubiquitinylation en réponse a des stimuli pro-

apoptotiques

Bcl-2 Inhibition de I’apoptose Induction de I’apoptose

Bax Induction de I’apoptose Inhibition de [I’apoptose, augmentation de la

dégradation dans les carcinomes de prostate

Bid Induction de I’apoptose Inhibition de I’apoptose

IkBa Inhibition de NF-xB Inhibition de I’apoptose via I’activation de NF-xB

IAP : Inhibitor of APoptosis

Lors de I’exposition a des stimuli apoptotiques, le protéasome peut jouer des rdles opposés
dans la régulation de I’apoptose en fonction des protéines qu’il dégrade et des études ont
montré I’implication du protéasome a la fois en tant qu’élément pro- et anti-apoptotique. La
nature des signaux de survie et I’environnement cellulaire vont déterminer le rdle pro- ou anti-

apoptotique joué par le protéasome (137).
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VI. Systeme ubiquitine - protéasome et pathologies humaines

Faisant partie intégrante des cascades de signalisation intracellulaire, il n’est pas étonnant de
constater que la dégradation protéasomique est altérée, directement ou indirectement, dans de
nombreuses situations pathologiques. Les mécanismes mis en évidence n’impliquent pour le
moment que I’ubiquitinylation des régulateurs cellulaires clés. Le domaine évoluant
rapidement, il est vraisemblable que des anomalies d’adressage au protéasome seront aussi
découvertes dans un futur proche. Les maladies étudiées incluent, entre autres, les neuro-
dégénérescences, les maladies génétiques, les déficits immunitaires, les désordres

hématopoietiques et les cancers (99).

Les états pathologiques associés au systeme ubiquitine-protéasome peuvent étre classés en
deux groupes :

- ceux qui résultent d’une perte de fonction (mutations du substrat ou des enzymes du
systeme d’ubiquitinylation), conduisant a la stabilisation de la protéine cible ;

- ceux qui résultent d’un gain de fonction, menant a une dégradation anormale ou

accélérée de la protéine cible (67).

A. Cancer
1. Généralités

Parmi les substrats du protéasome potentiellement dérégulés lors du développement d’une
tumeur, on distingue :

- des régulateurs positifs et négatifs du cycle cellulaire (cyclines A, B, C, D et E, inhibiteurs
de CDK, comme p21 et p27)

- des régulateurs de la transformation oncogénique (c-fos, c-jun, c-myc)

- des suppresseurs de tumeurs (p53)

- des régulateurs pro- et anti-apoptotiques (Bax, Bcl-2)

- des régulateurs négatifs de la transcription (IxBa)

- des molécules d’adhésion cellulaire (ICAM-1, VCAM-12) (69, 140).

2 ICAM-1 : pro-Inflammatory Cell Adhesion Molecule 1 ;
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Dans le plasma, les niveaux des différentes activités du protéasome sont nettement plus éleves
dans les états cancéreux. Ces activités sont 1000 fois plus élevées chez les patients atteints de
tumeurs solides que chez les sujets sains. Certaines enzymes E2 et E3 présentent également
des taux d’expression plus éleves dans les cancers. Il est possible que les cellules cancéreuses
maintiennent une quantité importante de machinerie protéolytique, qui, soit facilite la
dégradation des protéines suppressives de tumeurs, soit active des proto-oncogenes (73). 1l est
a noter que certains des effecteurs du systeme d’ubiquitinylation sont soit des oncogénes
(Mdm2), soit des suppresseurs de tumeurs (pVHL, von-Hippel-Lindau disease tumor

suppressor) (99).

2. Non-dégradation de protéines oncogéniques

La non-dégradation des protéines oncogéniques peut découler de deux mécanismes

principaux :

- il peut s’agir d’altérations structurales de la protéine, pouvant entrainer la perte ou
I’inaccessibilité des motifs qui conférent la sensibilité au systeme ubiquitine/protéasome.
C’est le cas des protéines c-Myc mutées dans certains lymphomes de Burkitt, en raison de la

translocation du géne c-myc dans I’un des locus codant pour les immunoglobulines.

- la non-dégradation peut également avoir lieu suite a la phosphorylation de la protéine
cible, due a I’activation oncogénique de protéines de signalisation intracellulaire. Ainsi, I’'un
des effets de I’activation oncogénique de la protéine Ras, observée dans de nombreux cancers,
est la stabilisation de la protéine c-Myc via une phosphorylation spécifique. Un autre exemple
de phosphorylation inhibant la dégradation est celui de la B-caténine, dont la stabilisation a été
observée a I’origine dans le syndrome de polypose adénomateuse familiale, maladie
héréditaire autosomique caractérisée par une prédisposition au cancer du colon (75).

3. Accélération de la dégradation de p27

A I’inverse de la situation précédente, la dégradation de certaines protéines onco-suppressives

est accélérée dans de nombreuses tumeurs. Un exemple particulierement intéressant est celui

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule 1.
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de I’inhibiteur du cycle cellulaire p27 (75, 141). La figure 16 présente les mécanismes de

dégradation de p27 dans les cellules normales et tumorales.

Cellule normale Cellule tumorale

® © @

Surexpression @ HHVS TSC

de cycline E ou

g@
— 0

=
N
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l de Skp2 “
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déréglée de p27
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Entrée dans le
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Figure 16 : Mécanismes de dégradation de p27 dans les cellules normales et tumorales. A. Dans

les cellules normales, p27 est dégradé apres phosphorylation par des complexes CycE/cdk2 actifs. Dans les
cellules tumorales, la dégradation accélérée de p27 peut résulter de différents mécanismes. B. Surexpression de
CycE ou Skp2. C. La cycline K codée par le virus HHV8 se substitue a la cycline E pour entrainer une
dégradation massive de p27. D. Dans le cas du syndrome TSC, une localisation cytoplasmique aberrante est

associée a une grande instabilité dont les mécanismes sont inconnus. Adapté d’aprés Ferrara, et coll. (75)

La protéine p27 est abondamment exprimée dans les cellules soumises a des signaux
antiprolifératifs, et son expression diminue en fin de phase G1 en raison de sa dégradation par

le systéeme ubiquitine-protéasome. L’ubiquitinylation de p27 est déclenchée de facon
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complexe, puisqu’elle nécessite la formation préalable d’un complexe trimérique
p27/CycE/cdk?2 inactif, puis sa phosphorylation en trans par un complexe CycE/cdk2 actif.
Cet événement ne peut se produire qu’en fin de phase G1 alors que la synthese de CycE est
maximale. La E3 ligase intervenant dans I’ubiquitinylation de p27 est un complexe SCF dont
le composant Skp2 reconnait et recrute p27. Le gene P27 n’a encore jamais été trouvé sous
une forme transcriptionnelle inactive ou mutée dans une tumeur humaine. Cependant, une
expression tres faible de p27, liée a la déstabilisation de la protéine, est observée dans de
nombreux cancers humains. Ce faible taux d’expression est corrélé a I’agressivité de la
tumeur et a un tres mauvais pronostic (75, 121). Trois hypotheses expliquant cette

dégradation anormale ont été évoquées :

- En premier lieu, la protéine Skp2, impliquée dans la dégradation de p27, est surexprimée
dans de nombreux cancers humains, tels que les carcinomes de la sphére ORL, les carcinomes
pulmonaires a petites cellules, les cancers du sein et de la prostate (75, 142).

- Par ailleurs une relocalisation intracellulaire anormale peut aussi participer a I’inactivation
de p27, associée a une destruction accélérée. C’est le cas dans le syndrome de la sclérose
tubéreuse (Tuberosis Sclerosis Complex ou TSC), maladie autosomique dominante
caractérisée par un retard mental, une épilpesie rebelle et le développement de tumeurs
variées. La protéine p27 est alors anormalement localisée dans le cytoplasme et est
rapidement dégradée, ce qui ne lui permet plus de jouer son réle d’inhibiteur du cycle
cellulaire.

- Enfin, la diminution de I’abondance de p27 peut également avoir une étiologie virale. Ainsi,
I’apparition du sarcome de Kaposi chez les patients atteints de SIDA est liée a I’infection des
cellules par le virus herpétique HHV8 (Human Herpes Virus 8), qui a développé une stratégie
propre pour diminuer I’abondance de p27, en favorisant sa phosphorylation et donc son

ubiquitinylation (75).

4. p53, MDM2, E6 et cancers

La protéine p53 est considéree comme "le gardien de I’intégrité du généme"”. Les fonctions
biologiques de p53 sont de prévenir d’une part la propagation des altérations de I’ADN
génomique, et d’autre part la prolifération cellulaire induite par des signaux oncogéniques ou
hyperprolifératifs aberrants (143).
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En conditions physiologiques, le niveau d’expression de p53 est trés faible dans les cellules et
est régulé via son interaction avec I’E3 ligase Mdm2 (Hdm2 chez I’Homme) qui conduit a sa
dégradation par le protéasome. En réponse a un stress cellulaire, la dégradation de p53 est

stoppée et son niveau d’expression augmente rapidement (144).

La fonction onco-suppressive de p53 est altérée dans la majorité des cancers humains. Pour
une fraction d’entre eux, cette perte de fonction est directement liée a une dégradation

accélérée de la protéine selon deux processus différents :

- le géne MDM2 peut étre amplifié ce qui, conduisant a une surabondance de la protéine
Mdm2, résulte en une dégradation accélérée de p53. L’amplification de MDM2 a été observée
dans les cancers du sein, les sarcomes des tissus mous, les carcinomes de I’cesophage, les
carcinomes pulmonaires, les glioblastomes et les mélanomes malins. La fréquence globale de
I’amplification de MDM2 dans les tumeurs humaines est de 7%, avec notamment une

amplification dans un tiers des sarcomes (73, 75, 142).

- la protéine p53 peut également étre déstabilisée dans les cancers du col de I’utérus induits
par les papillomavirus HPV16 et HPV18 (Human Papilloma Virus), cette déstabilisation étant
essentiellement sous la dépendance de la protéine oncogénique virale E6. Celle-ci recrute une
E3 cellulaire, E6-AP, pour former un complexe EG6/E6-AP capable d’ubiquitinyler

efficacement p53 et d’induire ainsi sa destruction (73, 75).
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5. Surexpression de 'EGFR

Les facteurs de croissance tels que I’EGF (Epidermal Growth Factor) sont reconnus par des
récepteurs a tyrosine kinase localisés a la surface cellulaire. Apres fixation du ligand, le
récepteur subit une dimérisation et une série de phosphorylation de ses propres résidus
tyrosine a lieu le long de la partie intracellulaire du récepteur, ce qui constitue le point de
départ des cascades de signalisation. Il existe une boucle d’auto-régulation négative visant a
limiter I’effet de la stimulation par les facteurs de croissance : la fixation du ligand sur le
récepteur induit également la conjugaison d’une chaine d’ubiquitine sur la partie
intracellulaire du récepteur, ce qui conduit a la dégradation du couple ligand-récepteur apres
internalisation et fusion avec le compartiment lysosomal. La E3 ligase responsable de la
fixation de I’ubiquitine sur le récepteur est un complexe monomérique appelé Cbl capable de

cibler les résidus tyrosine phosphorylés des récepteurs (97).

La famille de protéines a tyrosine kinase EGFR joue un réle important dans la pathogénese de
divers cancers, plus particulierement dans les gliomes et les tumeurs du sein. Environ 40%
des glioblastomes présentent des mutations du récepteur a I’'EGF, la plus fréquente résultant
en une activation constitutive du récepteur avec un faible niveau d’autophosphorylation du
résidu tyrosine. AEGFR ne subit pas une régulation négative par la E3 ligase Cbl. La mutation
touche généralement le site de fixation a Cbl. L’absence de régulation négative conduit a une
stimulation cellulaire accrue par les facteurs de croissance et participe a la prolifération

cellulaire incontrdlée (67, 68).

B. Maladies neuro-dégénératives A reprendre

1. Généralités

La plupart des maladies neurodégénératives se caractérisent par la présence de corps
d’inclusion, constitués de polypeptides ubiquitinylés, dénaturés et insolubles, qui n’ont pas éeté
dégradés par le systéeme ubiquitine-protéasome. Ce phénomene a été rapporté pour la maladie
d’Alzheimer (plaques amyloides), la maladie de Parkinson (corps de Lewy), la sclérose
amyotrophique latérale (inclusions hydralines) ou la chorée de Huntington (inclusions

nucléaires). Toutefois, un lien pathogénique direct n’a jusqu’a présent pas eté mis en

67



évidence : on ne sait pas si des aberrations dans la cascade protéolytique sont a I’origine de
ces maladies ou si le systeme ubiquitine — protéasome joue seulement un second role, en étant

incapable de dégrader les protéines anormales, dont I’accumulation est toxique (67, 108, 145).

L’accumulation de ces protéines pourrait étre due en partie a la diminution de I’activité du
protéasome avec I’age et ainsi a une perte efficacité de la voie ERAD (146, 147). On suppose
que la formation des corps d’inclusion est un mécanisme protecteur mis en place en réponse a
un dépassement des capacités de dégradation du protéasome. Afin d’éviter une agrégation
disséminée des protéines anormales dans la cellule, il existerait des sites préférentiels de
stockage au niveau des centrosomes, vers lesquels les protéines seraient acheminées. Ces sites
de stockage, aussi appelés aggrésomes, sont entourés par une "cage" de vimentine et
permettraient d’assurer le fonctionnement cellulaire en dépit de I’accumulation des protéines

anormales (146).

2. Cas particulier de la maladie de Parkinson

De toutes les maladies neuro-dégénératives, la maladie de Parkinson est celle qui est le plus
fortement associée a une dégradation anormale des protéines par le systeme ubiquitine-
protéasome (146). Il a été clairement démontré que les trois activités protéolytiques du
protéasome sont altérées au niveau de biopsies cérébrales réalisées chez des patients atteints
de maladie de Parkinson (148, 149).

Un autre facteur important dans la pathogénése de la maladie de Parkinson est la parkine. Il
s’agit d’une protéine de 465 acides aminés qui posséde une activité E3 ligase. Des mutations
du géne de la parkine ont été découvertes chez les patients atteints de la forme juvénile
autosomique récessive de la maladie. Ces mutations semblent intervenir dans pres de 50% des
cas familiaux, avec un début avant 45 ans, mais également dans plus de 15% des cas isolés de
maladie de Parkinson a début précoce, dans des populations de diverses origines ethniques.
Grace a son activité E3-ligase, la parkine reconnait des protéines substrats spécifiques et
induit leur poly-ubiquitinylation, signal de ciblage vers la voie de dégradation par le
protéasome. La perte de cette fonction entrainerait une accumulation délétére de substrats non
ubiquitinylés qui serait a I’origine de la dégénérescence neuronale chez les patients porteurs
de mutations (115, 150, 151).

68



Enfin, une des protéines majeures constituant les corps de Lewy est la synucléine o qui n’est
plus dégradée par le protéasome et s’aggréege dans le cytoplasme des neurones
dopaminergiques. Ces agrégats sont capables d’interagir avec la sous-unité 19S et inhibent
ainsi le protéasome 26S, perpétuant un cercle vicieux d’accumulation d’agrégats proteiques et

de dégénérescence neuronale subséquente (152).

C. Mucoviscidose

Le géne CF (Cystic Fibrosis) code pour le canal ionique CFTR (Cystic Fibosis
Transmembrane Receptor) qui joue un r6le important dans I’efflux cellulaire des ions
chlorure. Des mutations au niveau de ce gene conduisent a une dérégulation des flux d’ions
chlorure et aux manifestations cliniques de la mucoviscidose (notamment I’obstruction
chronique des voies aériennes et une malabsorption sévére due a un défaut des fonctions
exocrines du pancréas). A I’état physiologique, seulement une faible proportion du récepteur
CFTR sauvage parvient a la surface des cellules, alors que la majorité des récepteurs
synthétisés sont dégradés au niveau du reticulum endoplasmique par le systeme ubiquitine-
protéasome. Plus de 600 mutations au niveau du gene CF ont été décrites, la plus fréquente
étant la mutation AF508. Dans ce cas, la totalité des récepteurs sont dégradés au niveau du
reticulum endoplasmique, avec probablement une absence totale de récepteurs au niveau de la

surface cellulaire, ce qui contribue a la pathogénese de la maladie (67).

D. Syndrome de Liddle

Il s’agit d’une forme sévére d’hypertension artérielle due a la mutation d’un domaine du canal
ENac rénal (Epithelial Na® channel). Le canal muté est incapable d’interagir avec son
ubiquitine-ligase Nedd4, ce qui conduit a la stabilisation du canal et ainsi a une augmentation

de la réabsorption du Na™ et de I’eau, responsable de I’hypertension artérielle (67, 108).

E. Syndrome d’Angelman
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Le systeme ubiquitine-protéasome est probablement impliqué dans le développement du
cerveau humain. Un défaut dans le gene codant pour la E3 ligase E6-AP a été identifié comme
la cause directe du syndrome d’Angelman caractérisé par un retard mental sévére, une
épilepsie et une gaieté anormale. Les protéines cérébrales cibles qui sont probablement

stabilisées par la mutation, n’ont toujours pas eté identifiees (67).
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE — Le systéme ubiquitine-protéasome

VII. Conclusions

Le systeme ubiquitine-protéasome joue un réle prépondérant dans tous les compartiments
cellulaires et participe, par son action de protéolyse ciblée et étroitement régulée, a
I’homéostasie cellulaire. En outre, les peptides produits par le protéasome jouent un role
déterminant dans la décision selon laquelle une cellule est reconnue comme infectée ou

tumorigene et éliminée ou si elle est identifiée comme composant du soi et épargnée.

L’ubiquitinylation est aujourd’hui considérée comme une modification post-traductionnelle
des protéines aussi importante que la phosphorylation : elle joue un réle fondamental dans le
destin des protéines cellulaires. La complexité de la machinerie enzymatique responsable de
la fixation de I’ubiquitine sur les protéines cibles participe a la régulation indispensable a un

systeme de dégradation.

En dépit de la progression marquée des connaissances sur le systeme ubiquitine-protéasome,
un certain nombre de questions restent posées. Par exemple, les conditions d’association
directe entre les machineries d’ubiquitinylation et le protéasome doivent étre précisées.
L’élongation des chaines d’ubiquitine est également un processus dont certains parameétres

restent a découvrir.

Les perspectives concernent d’une part la découverte de nouveaux substrats du protéasome et
de nouveaux complexes E3-ligase et, d’autre part, la reconnaissance de I’implication du
systeme ubiquitine-protéasome dans la pathogénie de diverses maladies humaines. En
conséquence, mais aussi en paralléle, un champ de recherche particulierement intéressant
concerne la mise au point et le développement de modulateurs de I’activité du protéasome

visant a limiter la participation de ce systéme a divers états pathologiques.
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Chapitre 4 : Développement préclinique et clinique du

bortézomib

La découverte du systéeme ubiquitine-protéasome a conduit au développement d’inhibiteurs de
protéasome afin de mieux appréhender les rdles physiologiques de ce systeme. La découverte
fortuite du fait que ces inhibiteurs peuvent induire sélectivement I’apoptose des cellules
néoplasiques a conduit a la mise en place d’études systématiques et au développement

ultérieur d’essais cliniques en oncologie.

. Généralités

A. Classification des inhibiteurs de protéasome

Les premieres étapes dans le développement des inhibiteurs sont issues des travaux
concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans I’atrophie musculaire, comme celle
qui survient lors de la dénervation et de la plupart des maladies systémiques, dans la cachexie
due au cancer, le SIDA ou I’insuffisance rénale. Historiqguement, les premiers inhibiteurs de
protéasome synthétisés ont été de simples aldéhydes peptidiques, analogues des substrats
préférentiels de I’activité chymotrypsine-like du protéasome. Des dérivés naturels, comme la
lactacystine, ont ensuite été mis en évidence, notamment en raison de leurs propriétés pro-
apoptotiques, attribuées a posteriori a leur capacité d’inhibition du protéasome (84). Les
inhibiteurs de protéasome existant actuellement ciblent principalement I’activité
chymotrypsine-like (Tableau VIII, Figure 17) (153).
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Figure 17 : Structures des principaux inhibiteurs de protéasome. Adapté d’aprés Guédat, et coll.
et Kisselev, et coll. (157, 158)

Parmi toutes ces classes, les aldéhydes peptidiques, et les peptides vinylsulfones esteront
dédiés a des expérimentations in vitro, notamment en raison de leur instabilité in vivo, de leur
manque de spécificité vis-a-vis du protéasome et de leur fixation covalente au protéasome
(69). A I’heure actuelle, le bortézomib appartenant a la classe des acides boroniques est le
produit le plus avancé sur le plan clinique et est le seul inhibiteur de protéasome
commercialisé. Depuis peu, une nouvelle molécule, le salinosporamide A ou NPI-0052, qui

est un dérivé de la lactacyctine, a démontré un potentiel antitumoral intéressant sur divers
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modeles tumoraux, notamment hématologiques et est évaluée dans des essais cliniques de
phase | (66, 159, 160).

B. Nouvelle génération d’inhibiteurs et modulateurs de |'activité du

protéasome

La plupart des composés naturels et synthétiques existant ciblent de facon efficace I’activité
chymotrypsine-like du protéasome. Bien que celle-ci soit majoritairement responsable de
I’activité protéolytique du protéasome, le(s) role(s) des deux autres activités reste(nt) a
déterminer précisément, et des inhibiteurs spécifiques des ces deux activités sont necessaires
pour permettre la poursuite des investigations biologiques (153). Récemment, une nouvelle
génération d’inhibiteurs, présentant un spectre d’activité plus large (ciblage des activités
trypsine-like et caspase-like) ou ciblant I’immunoprotéasome est en cours de développement
(112). Par ailleurs, en dépit du ciblage vers le site actif de I’activité chymotrypsine-like, les
inhibiteurs existant présentent pour la plupart des effets plus ou moins importants sur les deux

autres activités du protéasome. Ces effets sont également a I’étude (112, 157).

Outre les inhibiteurs decrits précédemment, un certain nombre de molécules commercialisées
pour d’autres indications ont été décrites comme pouvant modifier significativement
I’ubiquitinylation des protéines ou les différentes activités protéolytiques du protéasome in
vitro (Tableau IX).
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Tableau IX : Agents influengant les fonctions du systéme ubiquitine-protéasome Adapté d’apres

Orlowski (161).

Classe médicamenteuse

Mécanisme d’action

Agents de chimiothérapie
Aclarubicine

Acide trans-rétinoique

Arsenic trioxyde

Camptothécine

Geldanamycine

Vinblastine, vincristine
Rapamycine

Agents immunosuppresseurs
Cyclosporine A

Autres agents
Lovastatine
Agents anti-rétroviraux

(ritonavir, saquinavir)

Inhibition de I’activité chymotrypsine-like du protéasome
Accélération de la dégradation protéasomique d’une protéine
anormale présente dans les leucémies promyélocytiques

Inhibition de I’ubiquitinylation et de la dégradation de IxBa
Stimulation de I’ubiquitinylation et de la dégradation de la
topoisomérase |

Inhibition des Hsp90 et stimulation de la dégradation des protéines
cibles

Inhibition des 3 activités protéolytiques du protéasome

Inhibition des fonctions protéolytiques du protéasome
Compétiteur non-compétitif de I’activité chymotrypsine-like
Mécanisme inconnu

Inhibition des activités chymotrypsine-like et trypsine-like du

protéasome

Si les effets de ces différents agents sur le systéme ubiquitine protéasome ont été bien

démontrés in vitro, la réalité et I’importance de ces phénomeénes in vivo aux concentrations

classiquement utilisées en thérapeutique humaine restent a évaluer (157).

C. Conséquences majeures de I’inhibition du protéasome

1. Introduction

La comparaison des données d’efficacité avec celles d’environ 80 000 autres composés a

démontré que les inhibiteurs de protéasome possédent un spectre d’activité unique et original

sur un panel de 60 lignées cellulaires du NCI (National Cancer Institute) (162). De facon

générale, I’inhibition du systeme ubiquitine-protéasome provoque un déséquilibre de

multiples protéines régulatrices, conduisant a des arréts du cycle cellulaire en phases G1/S et

G2/M et induisant les voies pro-apoptotiques (163).
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Parmi leurs multiples conséquences, les inhibiteurs de protéasome provoquent en particulier :
- I’accumulation de protéines anormales qui peuvent induire I’apoptose,
- la stabilisation de suppresseurs de tumeurs (p53, p27),

- I”inhibition de I’activation de NF-«kB.

Toutefois, I’importance relative de ces différents mécanismes in vivo reste difficile a

appréhender et chaque inhibiteur possede des spécificités d’action propres (84).

2. Inhibiteurs de protéasome et induction de I'apoptose

Classiquement les inhibiteurs de protéasome sont décrits comme des inducteurs d’apoptose,
aussi bien in vitro qu’in vivo. L’apoptose induite aprés exposition des cellules tumorales a des
inhibiteurs de protéasome a été mise en évidence sur de nombreux types tumoraux :
lymphomes hodgkinien et non-hodgkinien, myélome multiple, leucémie, cancer de la
prostate, glioblastome, cancer pancréatique, cancer colorectal, cancer ovarien, cancer
gastrique, cancer du col et cancer du poumon (164). De nombreux mécanismes ont été
identifiés comme susceptibles de participer a I’apoptose induite par les inhibiteurs de
protéasome. Parmi ces mécanismes, on distingue, entre autres, la restauration de I’activité
pro-apoptotique de p53, I’inhibition de NF-«B et des arréts dans le cycle cellulaire provoqués
par la non-dégradation de p21 et p27. Il semble que ces processus soient dépendants du type

cellulaire considéré et de I’inhibiteur utilisé (165).

3. Inhibiteurs de protéasome et réponse au choc thermique

Le choc thermique constitue un processus particulier dans la réponse aux inhibiteurs de
protéasome. En effet, il est provoqué par I’exposition aux inhibiteurs du protéasome mais la

réponse cellulaire qui fait suite participe a la résistance a ces mémes molécules

Les protéines de choc thermique sont induites non seulement par de hautes températures mais
aussi par de multiples conditions qui endommagent les protéines cellulaires, notamment

I’exposition aux metaux lourds ou aux radicaux libres. Le point commun a toutes ces
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conditions est qu’elles causent I’accumulation de protéines altérées dans les cellules. Le
systéme ubiquitine-protéasome capable de dégrader ces protéines endommagées, est un des
acteurs majeurs qui supprime indirectement I’expression des protéines de choc thermique.
Dans le cas de I’exposition a un inhibiteur de protéasome, une accumulation de protéines

anormales a lieu, et I’induction des protéines de choc thermique est observée.

Ainsi, I’exposition a des conditions de stress (comme I’exposition a un inhibiteur de
protéasome) conduit a la production de diverses chaperones, permettant la mise en
conformation des protéines, et a la production d’ubiquitine et d’autres composants de la
machinerie de dégradation. Les cellules sont ainsi mieux armées pour faire face au stress

induit par les protéines anormales (84).

4. Inhibiteurs de protéasome et spécificité tumorale

Le fait que le protéasome occupe une place centrale dans I’exécution de nombreuses fonctions
cellulaires semble indiquer qu’il ne peut étre une cible thérapeutique : des agents modulant
I’activité protéolytique du protéasome ne devraient pas présenter un indice thérapeutique
acceptable, permettant une administration in vivo. Néanmoins, des expériences empiriques ont
démontré que de nombreux types de cellules malignes sont plus sensibles a I’inhibition du
protéasome que leurs homologues normaux (96, 164). Alors que les cellules normales peuvent
récupérer d’un blocage transitoire du protéasome, les cellules malignes entrent en apoptose
(166).

a. Constatations précliniques et cliniques

Au niveau préclinique, il a été demontre que les fibroblastes transformés par ras et c-myc et
les lymphoblastes transformés par c-myc sont jusqu’a 40% plus sensibles a I’apoptose induite
par les inhibiteurs de protéasome que les fibroblastes primaires et les lymphoblastes humains
non transformés (164).

Au niveau clinique, des cellules malignes issues de patients atteints d’hémopathies malignes

ont été traitées avec des inhibiteurs de protéasome et leur sensibilité a été comparée a celles
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de leurs homologues cellulaires normaux isolés chez ces mémes patients. Ainsi, chez des
patients atteints de leucémie lymphoblastique chronique (LLC), les cellules leucémiques sont
dix fois plus sensibles a la lactacystine que les lymphocytes normaux. Les cellules
hématopoiétiques progénitrices CD34" issues de patients atteints de leucémie myéloide
chronique (LMC) sont trois fois plus sensibles a I’apoptose induite par les inhibiteurs de
protéasome que les cellules correspondantes des volontaires sains. Les cellules malignes des
patients atteints de myélome multiple sont 20 a 40 fois plus sensibles a I’apoptose induite par
le bortezomib que les cellules mononucléaires sanguines normales. Les cellules souches
leucémiques des patients atteints de leucémie myéloblastique aigué (LMA) sont plus sensibles
au MG132 que les cellules souches hématopoiétiques normales (167, 168). En ce qui
concerne les tumeurs solides, relativement peu de données ont été publiées. Chen, et coll. ont
évalué I’activité chymotrypsine-like du protéasome sur 25 prélévements de cancers du sein
(169). Leurs résultats montrent une augmentation de I’activité du protéasome sur 23
préléevements, comparativement a du tissu sain adjacent, en lien avec une augmentation de

I’expression des sous-unités du protéasome.

b. Hypotheses proposées

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer les différences de sensibilité a

I’inhibition du protéasome entre cellules normales et cellules tumorales.

Dans les cellules normales, I’inhibition du protéasome induit un blocage du cycle cellulaire, la
dégradation organisée des cyclines et des autres régulateurs du cycle n’étant plus assurée. La
division cellulaire ne sera alors possible que lorsque I’inhibition du protéasome sera levée.
Dans les cellules tumorales, les points de contr6le du cycle sont généralement absents.
L’inhibition du protéasome ne conduit pas a un blocage du cycle cellulaire mais modifie
I’équilibre entre les facteurs pro- et anti-apoptotiques, créant ainsi des conditions de stress
inacceptables (69, 167, 168).

En outre, dans certains types tumoraux, une dérégulation du systeme ubiquitine-protéasome a
été mise en évidence. En effet, les cellules de LLC présentent une activité chymotrypsine-like
trois fois supérieure a celles des lymphocytes normaux. Il est probable que les cellules

cancéreuses augmentent leurs capacités de dégradation pour pouvoir faire face aux
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conséquences des mutations et de I’instabilité chromosomique. Les cellules cancéreuses et les
cellules embryonnaires a prolifération rapide ont généralement des taux d’activite
protéasomique plus élevés que leurs homologues bien différenciés. La raison en est inconnue
mais est probablement liée aux "besoins" accrus des cellules en phase de prolifération rapide,
ou a des taux plus élevés de stress oxydatif, ou aux cytokines et aux facteurs de croissance. La
sécrétion autocrine d’interleukine 3 (IL3) par les cellules cancéreuses augmente I’activité du
protéasome. De méme, les phénomenes d’hypoxie/reperfusion au niveau du
microenvironnement tumoral sont connus pour modifier la distribution et la fonction des
protéasomes au sein des tumeurs. Ces phénomenes rendent les cellules tumorales plus

dépendantes d’une activité "optimale” du protéasome (86, 165, 167, 168).
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Il. Principaux résultats des études précliniques concernant le bortézomib

A. Généralités

Aussi connu comme N-pyrazinecarbonyl-L-phenylalanine-L-leucine boronic acid, MLN-341,
LDP-341 ou PS-341, le bortézomib (Velcade®) appartient & la classe des acides di-peptidyl-
boroniques. 1l s’agit d’un inhibiteur réversible de [I’activité chymotrypsine-like du
protéasome. Il est le premier inhibiteur de protéasome a permettre une administration in vivo,
et par suite, a atteindre les phases cliniques (170, 171). Mis au point initialement par la firme
Millenium, le bortézomib a ensuite été développé par les laboratoires Janssen-Cilag. Il
possede actuellement une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le traitement de
patients atteints de myélome multiple en rechute ou réfractaires a une premiere ligne de
traitement (172).

B. Tolérance du bortézomib
1. Etudes de pharmacologie de sécurité

Ces études ont pour objet de déterminer si I’agent testé est susceptible d’induire des effets
indésirables graves sur les organes "critiques” que sont le systeme nerveux, le systéeme cardio-
vasculaire et le systeme respiratoire. Les premieres études de tolérance du bortézomib ont été
réalisées chez des souris et des singes et ont mis en évidence pour les doses les plus élevées
une tachycardie initiale suivie d’une hypotension importante. Aucun effet indésirable
particulier concernant le systéme nerveux central et le systéme ventilatoire n’a été observe
(167).

2. Etudes de toxicologie

Les objectifs de ces études sont d’établir le profil toxicologique, d’identifier les organes cibles
de la toxicité, d’établir le potentiel génotoxique, de déterminer les interactions
médicamenteuses toxiques et de déterminer la toxicité pour la reproduction du produit teste.

La compréhension des mécanismes impliqués fait également partie des objectifs. Les études

81



de toxicité du bortézomib ont été réalisées a la fois en dose unique et en doses reitérées aussi
bien chez le singe et le chien, que chez le rat et la souris. Ces études ont permis la
détermination des doses maximales tolérées (DMT), tres variables entre les différentes
especes (en dose unique, la DMT est de 1,2 mg/m? - 3,6 mg/m?2 - 0,6 mg/m? et 3,0 mg/m?,
respectivement chez le singe, le chien, le rat et la souris). Les études de toxicologie ont
également montré que les principaux effets indésirables du bortézomib chez I’animal sont des
toxicités gastro-intestinales (diarrhée, vomissements), des toxicités hématologiques
(principalement des thrombopénies) et des neuropathies périphériques partiellement
résolutives entre les injections. En outre, des hypotensions majeures ont été rapportées aux

doses les plus elevées chez le singe (167).

Les études évaluant le potentiel toxique pour la reproduction du bortézomib ont été réalisées
chez le lapin et le rat et ont montré que ce produit pouvait potentiellement affecter la fertilité
des males et des femelles. En outre, les études de toxicologie du développement ont démontré

une absence d’effets tératogénes du produit (167).

Des études de génotoxicité ont été menées afin de déterminer le potentiel mutagene du
bortézomib a la fois dans des systemes in vitro et in vivo. Si in vitro le bortézomib a démontré
un potentiel clastogene, les études in vivo n’ont pas montré la formation de micro-noyaux
chez la souris. Il est probable que la divergence entre ces résultats provienne des différences
de doses entre ces deux types d’études : la tolérance du bortézomib limite en effet

considérablement les doses administrables in vivo (167).
Enfin, des études de tolérance concernant les associations du bortézomib avec d’autres agents
de chimiothérapie (carboplatine, cyclophosphamide, doxorubicine, irinotécan, gemcitabine,

taxol et 5-fluorouracile) ont été conduites chez la souris. Les résultats ont systématiquement

démontré une additivite des effets indésirables (167).

C. Activité antitumorale du bortézomib administré seul

Le bortézomib a montré des propriétés antitumorales prometteuses sur de nombreux modeles

précliniques de tumeurs in vivo (Tableau X).
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Tableau X : Principales études précliniques in vivo du bortézomib seul Adapté d’aprés Boccadoro,

et coll. (173).

Type tumoral Activité Schéma thérapeutique Références
Myélome Diminution de la croissance tumorale 0,5 mg/kg iv x 2/sem pendant 4 (174)
multiple et de I’angiogenése, augmentation de semaines

la survie
Leucémie Diminution ou sans effet sur la 1,0 mg/kg ip x 2/sem pendant 2 (175, 176)
croissance tumorale semaines
Poumon Délai de croissance tumorale et 1,0 mg/kg po x 1/j pendant 18 jours 177)
diminution des métastases
pulmonaires
Sein Diminution de la fraction survivante 5,0 mg/kg ip 1 fois a77)
cellulaire
Prostate Diminution de la croissance tumorale 1,0 mg/kg iv x 1/sem pendant 4 (178, 179)
Diminution ou sans d’effet sur semaines ou toutes les 72h pendant
I’angiogenése 15 jours
Pancréas o 1,0 mg/kg iv x 2/sem pendant 2 ou 3 (180-182)
Diminution ou sans effet sur la . .
croissance tumorale, I’angiogenese et sema!nes ouxt/ semamei pendant 4
Iapoptose semaines ou 0,2-5 mg/kg ip x 2/sem
pendant 4 semaines
Téte et cou Diminution de la croissance tumorale 1,5 mg/kg ip x 3/sem pendant 3 (183)
et de I’angiogenese semaines
Célon Diminution de la croissance tumorale 1,0 mg/kg iv x 2/sem (184)
et augmentation de I’apoptose
Diminution de la croissance tumorale 1,0 mg/kg ip x 2/sem (185)
Rein Diminution du nombre de métastases 0,5-1,0-1,5mg/kg (186)
pulmonaires
Neuroblastome  Diminution de I’angiogenese et de la 1,0 mg/kg iv 2 ou 3 fois/sem (187, 188)
croissance tumorale
Ovaire Diminution de la croissance tumorale 1,0 mg/kg iv x 2/sem (189)
et de I’angiogenése, augmentation de
I’apoptose
Mélanome Diminution de la croissance tumorale 1,25 mg/kg x 2/sem pendant 5 (190)

et de I’angiogenése, augmentation de

I’apoptose

semaines

iv : voie intraveineuse ; ip : voie intrapéritonéale ; po : per os.

Administré seul, I’efficacité du bortézomib est dose-dépendante et cet agent est plus efficace
s’il est administré a une dose proche de la dose maximale tolérée (191). De fagon globale, le
bortézomib peut induire trois types d’effets : induction de I’apoptose, arrét de la croissance

tumorale et réduction de I’angiogenése. Les mécanismes impliqués sont multiples et variables
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en fonction des types cellulaires considérés. Une diminution des signaux de survie et de
croissance, une augmentation des signaux pro-apoptotiques ou une inhibition de la réparation
de I’ADN sont observés (192).

Par ailleurs, de fagon trés surprenante, il apparait que I’inhibition du protéasome soit plus
élevée dans les tissus normaux que dans les tumeurs. Il semble que les cellules normales,
contrairement aux cellules tumorales, soient capables de tolérer une inhibition importante de
I’activité du protéasome sans entrer dans les voies de mort cellulaire (193). Pour toutes les
espéces, une inhibition transitoire du protéasome est mieux tolérée et les plus hauts niveaux

d’inhibition du protéasome correspondent a la toxicité la plus importante (191).

Une autre observation des études précliniques est la trés faible fréquence de résistance a
I’efficacité du bortézomib, méme en présence de facteurs de résistance connus (notamment
I’expression de la glycoprotéine P). Une étude systématique des transporteurs membranaires
associes a la résistance multiple aux drogues a montré que le bortézomib est un mauvais

substrat de ce type de transporteurs (194).

D. Activité antitumorale du bortézomib administré en association

Un certain nombre d’études précliniques ont évalué I’activité antitumorale du bortézomib

associé a d’autres thérapies (Tableau XI).
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Tableau Xl : Principales études précliniques du bortézomib en association Adapté d’apres
Boccadoro, et coll. (173).

Type tumoral Drogue Modeles Références
Chimiothérapie  5-FU, cisplatine, paclitaxel, Sein, poumon 177)
doxorubicine, cyclophosphamide
Melphalan, doxorubicine, Myélome multiple (195-197)
dexaméthasone
Irinotécan Colon, pancréas (182, 184)
Gemcitabine Pancréas, vessie (180, 198)
Doxorubicine liposomale pegylée Sein (199)
Docétaxel Pancréas (200)
Témozolomide Mélanome (190)
Salinosporamide A Myélome multiple (201)
Radiothérapie Sein, cblon, prostate (177, 202, 203)
Immunothérapie  Daclizumab Leucémie (176)
Nouveaux TRAIL/ Apo2L Myélome multiple, leucémie (204, 205)
agents myeéloide, rein
Inhibiteurs d’Hsp90 : 17-AAG Sein (206)

Inhibiteurs d’HDAC : SAHA
butyrate de sodium

Leucémie myéloide chronique,
myélome mulitple, poumon, téte et

cou

(207-209, 210,
211)

Transplantation

Transplantation allogénique de

moélle osseuse

Leucémie

(212)

5-FU: 5 FluoroUracile ; Hsp90: Heat

shock protein 90; 17-AAG

demethoxyGeldenamycin ; SAHA : SuberoylAnilide Hydroxamic Acid.

17-N-AllylAmino-17-

Les études précliniques d’association du bortézomib ont demontre des effets synergiques avec
d’autres thérapies anticancéreuses. Par exemple, la combinaison du bortézomib avec le
témozolomide a été étudiée dans des modeéles de mélanome malin (190). In vitro, le
bortézomib augmente les effets antiprolifératifs et cytotoxiques du témozolomide sur des
cellules de mélanome. La combinaison de ces deux produits entraine la rémission complete de
mélanomes xénogreffés chez la souris. Les mécanismes expliquant la sensibilisation aux
autres thérapies anticancéreuses impliquent essentiellement une régulation négative des voies
de résistance majeures (NF-xB, P-gp, MAPK, réparation de I’ADN...) (213, 214).
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E. Conclusion des études précliniques

Le bortézomib a démontré des propriétés anti-prolifératives, pro-apoptotiques,
antiangiogéniques et antitumorales sur divers modéles de tumeurs humaines ou murines. Les
investigations précliniques menées ont montré que le bortézomib présente une tolérance
acceptable aux doses auxquelles il a démontré une activité antitumorale sur des modeéles de
xénogreffes de myélome multiple, de leucémie, de cancer du poumon, du sein, de la prostate,
du pancréas, de la téte et du cou, de cbdlon et de mélanome. Le bortézomib potentialise
également I’effet antitumoral d’autres thérapies anticancéreuses (chimiothérapie,
radiothérapie, immunothérapie...), sans aggravation de la toxicité. Ces études précliniques ont
apporté le rationnel scientifique nécessaire a la mise en ceuvre d’essais cliniques étudiant
I’intérét du bortézomib seul ou en association dans le traitement de patients atteints de

tumeurs solides ou d’hémopathies malignes (173).
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Ill. Développement clinique du bortézomib dans le traitement des tumeurs solides

A. Etudes de phase |

L’administration de bortézomib, seul ou en association, a été évaluée au cours d’études de
phase I (Tableau XII).

Tableau XII : Etudes cliniques de phase | du bortézomib dans les tumeurs solides

Nombre L
Pathologie de Schéma thérapeutique DMT Réponses TO_XIC_IteS Références
patients principales
Cancer de la 53 0,13 mg/m?j a 2,00 16mg/m2 2RPet2 Diarrhée, (215)
prostate mg/m?/j iv. 1 fois/sem réponses hypotension
pendant 4  semaines en PSA
(cycle de 5 semaines)
Tumeurs solides 28+16 Schéma 1: 2 fois/sem 1,7mg/m2 1RP Neuropathie, (216)
de stade avancé pendant 4  semaines (myélome  fatigue
(cycle de 6 semaines) multiple)
Schéma 2: 2 fois/sem 1,6 mg/m?
pendant 2  semaines
(cycle de 3 semaines)
Hépatocarcinome 18 Dose de départ: 1 1,3mg/m2 7MS Thrombocytopénie, (217)
mg/mz2/j J1, J4, J8 et J11 neuropathie,
pendant 3 semaines fatigue
Tumeurs solides 14 BTZ : dose de départ 0,8 NE 4 MS Toxicité (218)
de stade avancé mg/m#/j J2, J5, J9, J12 hématologique
Docétaxel :  dose de
départ 25 mg/m#/j J1, J8
pendant 3 semaines
Tumeurs solides 25 BTZ : dose de départ 0,6 NE 1RP Neurotoxicité, (219)
de stade avancé mg/m#/j J2, J5, J9, J12 fatigue
Paclitaxel :  dose de
départ 80 mg/m2/j J1, J8
pendant 3 semaines
Tumeurs solides 51 BTZ : dose de départ 1,3 NE 10 MS Diarrhée, nausées, (220)

de stade avancé

mg/m?/j 2 fois/sem
Irinotécan : 125 mg/m?/j
J1,J8

pendant 3 semaines

vomissements
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Tumeurs solides 18 BTZ:1,0-13-16 NE 2 MS (221)
de stade avancé mg/m?2 1 ou 2 fois/sem

Celecoxib: 200 — 400

mg/m2 2 fois/j
Tumeurs solides 31 BTZ : dose de départ 1,0 NE 1RP, 7 Douleurs (222)
de stade avancé mg/m?/j 2 fois/sem MS abdominales,

Gemcitabine : 1000 toxicité

mg/m2/j 1 fois/sem hématologique

pendant 2 semaines

(cycle de 3 semaines)
Tumeurs solides 21 BTZ : dose de départ 0,5 NE 1RP,8 Douleurs (223)
de stade avancé mg/m?/j 2 fois/sem MS abdominales,

5-FU : 500 mg/m2/j diarrhée

Leucovorin : 20 mg/m?2

pendant 4 semaines
Tumeurs solides 13 BTZ:10-13-1,6 1,6 mg/im¢ 3 RP Toxicité (224)
de stade avancé mg/m2 J1 et J8 hématologique,

Oxaliplatine : 130 mg/m? diarrhée

J1

Capécitabine : 750 - 900

mg/m?22 fois/j pendant 14

jours
Carcinome 26 BTZ : dose de départ 1,0 1,0mg/m2 9RP,8 Myélosuppression,  (225)
pulmonaire non a mg/m#/ JJ1, J4,J8, J11 MS hyponatrémie
petites cellules Gemcitabine : dose de
de stade avancé départ 800 mg/m#/j J1, J8

Carboplatine: AUC 5 a

J1
Cancer ovarien 15 BTZ: dose de départ NE 2RC,5 Diarrhée (226)
de stade avancé 0,75 mg/m?/j J1, J4, J8, RP

J11
Carboplatine : AUC 5 a
J1

DMT : Dose Maximale Tolérée ; RP : Réponse Partielle ; PSA : Prostatic Specific Antigen (antigene prostatique
spécifique) ; MS : Maladie Stable. BTZ : BorTéZomib ; 5-FU : 5-FluorUuracile ; AUC : Area Under Curve

(aire sous la courbe) ; RC : Réponse Compléte ; NE : Non Evalué.

Lorsqu’il est administré seul, la dose maximale tolérée du bortézomib est de 1,3 mg/m2. En
association avec d’autres agents de chimiothérapie, il semble qu’on ne puisse pas dépasser
une dose de 1,0 mg/mz, en raison d’effets indésirables de grade 3 ou 4 (227). 1l est a noter que
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dans une grande partie de ces études, la dose maximale tolérée n’est pas atteinte ou n’est pas

déterminée, les investigateurs cherchant plus la "dose biologique efficace” que la DMT.

B. Etudes de phase Il

1. Etudes de phase Il du bortézomib administré seul

De nombreux essais de phase Il chez des patients atteints de tumeurs solides de stade avancé
sont en cours ou ont été publiés (Tableau XII1).

Tableau XII1 : Etudes cliniques de phase 11 dans les tumeurs solides (bortézomib seul)

Nombre L
Pathologie de Schéma thérapeutique Réponses TO_XIC_IteS Références

patients principales
Mélanome 27 1,5mg/m¥jJ1, J4,78,J11 6 MS Neuropathie, (228)
métastatique pendant 3 semaines fatigue,

thrombocytopénie

Sarcome des 25 1,5mg/m?#/jJ1,J4,38,J11 1RP Neuropathie, (229)
tissus mous pendant 3 semaines myalgie, fatigue
récurrent ou
métastatique
Tumeur 16 1,5mg/m#jJ1, J4,738,J11 11 MS Neuropathie, (230)
neuorendocrine pendant 3 semaines nausées,
métastatique vomissements
Cancer colorectal 19 1,5mg/m?/jJ1, J4,78,J11 3 MS Neuropathie, (231)
métastatique pendant 3 semaines myalgie
Tumeur rénale de 37 1,5 mg/m?/jJ1,J4,38,J11 4RP, 14 MS Neuropathie (232)
stade avancé pendant 3 semaines
Tumeur rénale de 23 1,5mg/m#jJ1,J4,38,J11 1RP Neuropathie (233)
stade avancé pendant 3 semaines
Cancer du sein 12 1,5 mg/m#jJ1,J4,J8,J11 Pasde réponse  Fatigue (234)
métastatique pendant 3 semaines objective
Cancer du sein 12 1,5mg/m#jJ1, J4,78,J11 1MS Thrombocytopénie, (235)
métastatique pendant 3 semaines fatigue
Cancer du sein 12 1,5mg/m#jJ1,J4,38,J11 Pasderéponse - (236)

métastatique

pendant 3 semaines

objective

MS : Maladie Stable ; RP : Réponse Partielle.
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Ces études de phase Il ont démontré la trés faible efficacité du bortézomib administré seul,
quel que soit le type de tumeurs solides considéré. Les réponses partielles observées le sont
classiqguement au prix d’effets indésirables de grade 3 ou 4 nécessitant I’arrét du traitement ou

la réduction des doses de bortézomib (227).

2. Etudes de phase Il du bortézomib administré en association

L’absence d’efficacité du bortézomib administré seul a conduit les cliniciens a étudier

I’intérét d’associer cette molécule a d’autres agents de chimiothérapie (Tableau XIV).
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Tableau XIV : Etudes de phase Il du bortézomib administré en association dans les tumeurs

solides Adapté d’aprés Milano, et coll. (227).

Nombre _—
Pathologie de Schéma thérapeutique Réponses TO-XIC-ItES Références
oatients principales
Cancer 102 Bras1:BTZ 1,5 mg/m2J1, RR 0% (bras Fatigue, toxicité
colorectal en J4, 38, J11 pendant 3 semaines 1) hématologique,
rechute Bras2:BTZ 1,3 m/m2/jJ1, RR 3,5% neuropathies
J4, 8, J11 + irinotécan 125 (bras 2) périphériques
mg/m2 pendant 3 semaines
Carcinome 68 Bras1:BTZ 1,5 mg/m?/jJ1, ND Toxicité (237)
colorectal J4, 38, J11 pendant 3 semaines hématologique,
Bras2:BTZ 1,3 m/m2/jJ1, neuropathie,
J4, 38, J11 + irinotécan 125 fatigue
mg/m?2 pendant 3 semaines
Carcinome 87 Bras1:BTZ1,5mg/m?jJ1, RR 0% (bras  Douleurs (238)
pancréatique J4, 38, J11 pendant 3 semaines 1) abdominales,
métastatique Bras2:BTZ 1,0 m/mz2/j J1, RR 10% fatigue,
J4, 38, J11 + gemcitabine 1000 (bras 2) neuropathie
mg/m? pendant 3 semaines
Carcinome 75+80 Brasl:BTZ1,5mg/m¥jJ1, 6 RP + 16 Neutropénie, (239)
pulmonaire non J4, 38, J11 pendant 3 semaines MS (bras 1) neuropathie,
a petites Bras2:BTZ 1,3 m/m2/jJ1, 7RP,35MS  fatigue
cellules pré- J4, 38, J11 + docétaxel 75 (bras 2)
traité mg/m2 pendant 3 semaines
Cancer du sein 48 BTZ1,0-1,5mg/m2J1, J4, RR 29% Neutropénie (240)
métastatique Jg, J11 (39% a la fébrile, asthénie,
Docétaxel 60-100mg/m? MTD) douleurs osseusses
pendant 3 semaines
ND : Non Disponible ; RR : Response Rate (taux de réponse) ; RP : Réponse Partielle ; MS : Maladie

Stable.

L’ association du bortézomib avec des agents de chimiothérapie traditionnelle semble

présenter un intérét. Toutefois, les études précliniques ont laissé espérer des résultats

meilleurs que ceux obtenus au cours des essais cliniques. D’autres essais sont nécessaires afin

de déterminer les combinaisons optimales entre le bortézomib et ces agents de chimiothérapie

(227).
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C. Conclusions des essais cliniques dans le traitement des tumeurs solides

Aucun type histologique n’a montré une sensibilité au bortézomib aussi importante que celle
observée dans le myélome multiple. Les études cliniques réalisées ont démontré I’absence
d’efficacité antitumorale du bortézomib administré seul a des patients atteints de tumeurs
solides. Néanmoins, les associations d’agents cytotoxiques classiques avec le bortézomib

restent potentiellement intéressantes (69, 227).

IV. Données cliniques

La majorité des données cliniques ont été obtenues chez des patients atteints de myélome
multiple, pathologie pour laquelle le bortézomib a montré une efficacité marquée.

A. Schéma thérapeutique

Le bortézomib est indiqué a la dose de 1,3 mg/m2 administré deux fois par semaines (J1, J4,
J8, J11) tous les 21 jours. Lors des essais cliniques, le bortézomib a été administré a raison de
8 cycles consécutifs, 3 cycles supplémentaires pouvant étre prescrits en consolidation.
Cependant, la fréquence et I’intensité des effets indésirables conduisent frequemment a des
réductions de dose, en général 1,0 mg/m2 ou 0,7 mg/mz2, administré a une fréquence similaire
au traitement initial (163, 241).

B. Pharmacodynamie et pharmacocinétique

En raison de la clairance rapide du bortézomib, un essai enzymatique est utilisé afin d’estimer
le degré d’inhibition du protéasome, notamment pour les études de phase | et Il. L inhibition
de I’activité du protéasome dans les tissus est corrélée avec les taux d’inhibition observés
dans le compartiment plasmatique. Des études chez les primates ont montré que le niveau
d’inhibition du protéasome ne doit pas excéder 80% au niveau sanguin. Avec les doses
recommandées (soit 1,3 mg/m?#injection), on obtient une inhibition de [I’activité

chymotrypsine-like du protéasome dans les globules blancs d’environ 60% dans I’heure qui
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suit I’administration du bortézomib. Le degré d’inhibition du protéasome est dose-dépendant
et ne semble pas étre influencé significativement par les caractéristiques des patients (96,
163). Certaines études décrivent néanmoins des degrés d’inhibition moindres. Ainsi, Yang, et
coll. (235) rapportent que pour 12 patientes atteintes de cancers du sein métastatique,
I’administration de bortézomib a la dose de 1,5 mg/m? conduit a une inhibition de seulement

50% de I’activité du protéasome.

Les données concernant la pharmacocinétique du bortézomib sont rares dans la littérature. Le
bortézomib se caractérise par une clairance rapide (40 L/h/m2 aprés la premiere injection) et
un volume de distribution important (800 a 900 L/m?2 en fonction des doses aprés la premiére
injection) (242). Les voies de distribution et d’élimination du bortézomib ne sont pas encore
entierement caractérisées. Apres une administration 1V, plus de 90% de la drogue est éliminée
du plasma en quelques minutes. Le bortézomib est métabolisé par les cytochromes P450
(CYP) hepatiques (isoformes 3A4, 2D6, 2C19, 2C9 et 1A2) en différents métabolites
hydroxylés (163, 243). Plus de 30 metabolites ont été identifiés. Le bortézomib est d’abord
métabolisé par oxydation via les cytochromes P450 et pas par les voies de type Il
(glucuronidation, sulfonation). La déboronation (par CYP3A4 et 2D6) représente plus de 90%
du métabolisme total quand le bortézomib est incubé avec des microsomes de foie humain.
Les metabolites déboronés ne présentent pas d’activité inhibitrice sur le protéasome.

L’excrétion biliaire est la principale voie d’élimination du bortézomib (167).

C. Effets indésirables

Les principales toxicites (frequence > 20%) attribuées au bortézomib sont des effets
indésirables gastro-intestinaux, des thrombopénies transitoires, de la fatigue, de la fiévre et
des neuropathies périphériques. La plupart de ces effets sont de grade 1 ou 2. Quelques cas de
toxicités pulmonaires (dyspnées, épanchements pleuraux) ont été rapportés (242). La
thrombopénie de grade > 3 est classiquement observée chez 30% des patients. Les
neuropathies périphériques sont classiqguement I’effet indésirable le plus caractéristique du
bortézomib. Elles apparaissent chez environ 35% des patients et sont plus fréquentes chez les
patients ayant déja recu des traitements neurotoxiques ou atteints d’une neuropathie pré-

existante. Les neuropathies périphériques dues au bortézomib sont d’abord sensitives et se
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caractérisent par des douleurs, des paresthésies et des dysesthésies, les pieds étant plus atteints
que les mains. Ces symptdmes peuvent étre minimisés par des ajustements de dose et sont
habituellement réversibles a I’arrét du bortézomib, mais il n’existe pas de traitement
spécifique (163, 192, 244).

D. Résistance au bortézomib

En dépit du gain de survie apporté, les deux tiers des patients atteints de myélome multiple
réfractaire en rechute ne répondent pas au bortézomib, et parmi ceux qui répondaient
initialement, on observe le développement de phénomeénes de résistance (245, 246). Parmi les
mécanismes de résistance impliqués, plusieurs études ont démontré une induction des
protéines de choc thermique qui modulent les voies apoptotiques, ce qui confere une
protection vis-a-vis des agents de chimiothérapie (86, 247). En particulier, il a été démontré
que I’inhibition de la protéine de choc thermique Hsp27 permettait de restaurer la sensibilité
au bortézomib de cellules de lymphome humain (248).

E. Conclusion des études cliniques

En dépit de I’efficacité du bortézomib dans le myélome multiple, les modeles murins
expérimentaux et les essais cliniques suggerent que les tumeurs solides nécessitent la
combinaison avec d’autres thérapies pour obtenir des réponses de longue durée. Les effets
secondaires du bortézomib constituent également une limitation clinique non négligeable
(thrombopénie et surtout neuropathies périphériques de grade 3 qui touchent 10 a 30% des

patients et nécessitant des ajustements de dose) (249).
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VI. Mécanismes d’action du bortézomib

A. Induction de I’apoptose

Les mécanismes antitumoraux du bortézomib sont multiples et dépendent certainement des
caractéristiques spécifiques des types tumoraux ainsi que des Iésions moléculaires les plus
présentes dans chaque type de cancer. Le bortézomib ne cible pas uniquement les voies pro-
apoptotiques mais il facilite également leur activation, en supprimant les fonctions de diverses

voies anti-apoptotiques qui inhibent I’activité des caspases a plusieurs niveaux.

1. Augmentation de I'activité pro-apoptotique de p53

L’inhibition du protéasome en empéchant la dégradation de p53 conduit a une augmentation
de son niveau d’expression. Ceci se traduit par une augmentation de la transcription des genes
cibles de p53 (P21, BAX, NOXA, CD95...), conduisant a un arrét du cycle cellulaire et
éventuellement a I’apoptose. Dans les cellules tumorales ou la protéine p53 est dégradée de
facon anarchique (amplification du gene MDM2 par exemple), I’inhibition du protéasome
restaure le statut p53.

Des mutations du gene p53 sont fréquentes dans divers types tumoraux, ce qui résulte en un
défaut d’expression de la protéine p53 ou une inactivation de son activité transcriptionnelle.
Ces mutations participent a la fois a la progression tumorale et a la résistance aux traitements.
Dans ce cas, I’inhibition du protéasome ne permet pas de restaurer I’activité transcriptionnelle

de p53 et I’apoptose induite par le bortézomib passe par d’autres voies (154, 164, 250).

2. Accumulation des molécules inhibitrices du cycle p21 et p27

Le bortézomib peut provoquer un arrét du cycle cellulaire, principalement attribué a la non-
dégradation de p21 et de p27. L’accumulation inappropriée de ces régulateurs favorise la mort
cellulaire programmée, particulierement dans les cellules qui présentent une division
incontr6lée (164). En outre, I’accumulation de ces inhibteurs du cycle cellulaire peut conduire

a des conflits de signalisation (par exemple, c-Myc et accumulation de p27), que la cellule va
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résoudre en entrant en apoptose (154). Néanmoins, le bortézomib est également actif sur des

cellules qui ne proliférent pas ou qui présentent une croissance tres lente (69).

3. Accumulation des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2

L’inhibition de la degradation des protéines par le bortezomib induit une stabilisation des
protéines pro-apoptotiques appartenant a la famille Bcl-2, telles que Bax ou Bad, qui

favorisent I’entrée en apoptose par la voie mitochondriale (154, 164).

4. Activation des SAPK (Stress-Activated Protein Kinase)

Un autre mécanisme par lequel les inhibiteurs de protéasome induisent |’apoptose est
I’induction de MKP-1 (Mitogen-activated protein Kinase Phosphatase-1) qui déphosphoryle
p44/pd2MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). La voie de signalisation p44/p42MAPK
est particulierement impliquée dans les signaux de croissance et de survie cellulaire (168,
251).

De plus, le bortézomib conduit & une accumulation intracellulaire de c-Jun qui induit
I’augmentation de [I’activité transcriptionnelle de AP-1 et c-Myc. Ces deux facteurs
conduisent respectivement a I’augmentation de I’expression de Fas et Fas ligand qui

provoquent I’entrée des cellules en apoptose (69).

5. Suppression des effets anti-apoptotiques de NF-kB

Le facteur de transcritpion NF-kB! controle I’expression des cytokines et des molécules
d’adhésion cellulaire impliquées dans les réponses immunes et inflammatoires. L’activation
de NF-kB peut également inhiber le processus apoptotique via I’augmentation de I’expression
de divers agents de survie (IAPs, TRAF1, TRAF22...). La voie classique d’activation de NF-

kB nécessite la dégradation de I’inhibiteur IkBa par le protéasome. Le bortézomib inhibe cette

! NF-kB : Nuclear Factor kappa B
2 |AP : Inhibitor of APoptosis ; TRAF : TNF Receptor-Associated Factor 1
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dégradation. Ainsi, le traitement par bortézomib induit la diminution de la localisation
nucléaire et la réduction de la fixation de NF-xB a I’ADN, supprimant ainsi les effets anti-
apoptotiques de NF-«xB. Par ailleurs, NF-xB participe a la chimio- et a la radiorésistance
tumorale. Les inhibiteurs de protéasome peuvent donc sensibiliser les cellules a I’apoptose
induite par les traitements. Ce mécanisme est le principal invoqué pour expliquer la
potentialisation de la cytotoxicité de la radiothérapie et de diverses molécules de
chimiothérapie par le bortézomib (154, 164).

6. Stress du reticulum endoplasmique

L’inhibition du protéasome conduit a une accumulation des polypeptides endommagés, et si
les mécanismes cytoprotecteurs sont débordés, ceci peut conduire a I’induction de I’apoptose,
via la voie de la caspase-12. Les cellules possédant des capacités sécrétrices importantes
semblent particuliérement vulnérables vis-a-vis de ce type de mort cellulaire, ce qui explique
en partie pourquoi les cellules de myélome multiple sont aussi sensibles aux effets du
bortézomib. Des études récentes ont démontré que I’activation de la kinase JNK® est
nécessaire pour que ce type de réponse cellulaire ait lieu lors du traitement par inhibiteurs de
protéasome (164, 173, 247).

B. Propriétés antiangiogéniques

Les effets antitumoraux du bortézomib sont également expliqués par sa capacité a réduire
I’angiogenése tumorale. Le bortézomib inhibe I’angiogenese via I’inhibition de la production
de facteurs de croissance (IL-8*, activateur du plasminogéne, VEGF) et I’induction de
I’apoptose des cellules endothéliales. Ceci induit une réduction de la densité microvasculaire
au niveau tumoral. Ainsi, Hamner, et coll. ont montré que le bortézomib était susceptible de
réduire & la fois la concentration de VEGF et la densité microvasculaire sur u modele de
neuroblatome humain xénogreffé chez la souris (188). Des résultats similaires ont été
rapportés sur d’autres modeles de tumeurs (181, 183, 187, 252). 1l est également probable que

3 INK : ¢-Jun N terminal Kinase.
*1L-8 : InterLeukine 8.
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I’inhibition de I’activation de NF-xB induite par I’inhibition du protéasome participe a I’effet

anti-angiogénique du bortézomib (69, 138, 164).

C. Autres mécanismes d’action proposés

1. Effet sur la réparation de 'ADN

Hideshima et coll., ont démontré que le bortézomib induit un clivage d’ATM et/ou de la sous-
unité catalytique de la DNA-PK® dans des cellules de myélome multiple, ce qui suggére que
cette molécule interfére avec les voies de réparation de I’ADN. Ce phénomeéne présente sans
doute une importance particuliére lorsque le bortézomib est associé a des agents provoquant
des lésions de I’ADN (253). En outre, Jacquemont et coll. ont montré que les cellules
nécessitent une fonction protéasomique intacte pour effectuer correctement la réparation de
I’ADN (254). Il semble que le traitement par un inhibiteur de protéasome (MG-132,
bortézomib) retarde, sinon inhibe la réparation des dommages a I’ADN, notamment ceux-
induits par le cis-platine et les radiations ionisantes. Néanmoins, ces auteurs n’ont pas mis en
évidence de variations du marquage yH2AX (Histone H2AX) lors de I’association d’un
inhibiteur de protéasome avec les radiations ionisantes, ce qui suggére que le systeme
ubiquitine-protéasome n’intervient pas dans toutes les voies de réparation des dommages a
I’ADN.

2. Effet sur le microenvironnement tumoral

Les inhibiteurs de protéasome affectent les tumeurs humaines non seulement en ciblant les
cellules tumorales, mais aussi en influencant les cellules non malignes du
microenvironnement tumoral (69). L’inhibition du protéasome permet d’atténuer les
interactions entre les cellules cancéreuses et leur microrenvironnement en modifiant
I’expression des molécules d’adhésion cellulaire, des facteurs de croissance et des cytokines,
notamment via I’inhibition de NF-«xB (167).

> ATM : Ataxia Telengiectasia Mutated ; DNA-PK : DNA-dependent Protein Kinase.
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Par ailleurs, contrairement aux agents de chimiothérapie classiques, il semble que les effets
cytotoxiques du bortézomib soient plus importants sur les zones de cellules hypoxiques de la
tumeur. En outre, des études ont démontré que certaines cellules (cellules de myélome, de
carcinome du poumon et du célon) sont plus sensibles au bortézomib quand les cellules sont

cultivées en atmosphére pauvre en oxygene (193).

VII. Inhibition du protéasome et radiosensibilisation

A. Etudes précliniques

Plusieurs équipes ont étudié I’intérét d’associer de facon concomitante un inhibiteur de

protéasome et les radiations ionisantes (Tableau XV).
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Tableau XV : Associations radiothérapie et inhibiteur de protéasome - Etudes in vitro et in vivo

;ynrjzral Modéle Inhibiteur Radiothérapie Résultats Références
Etudes Lymphome de MG-132 1 fraction 2Gy ; Radiosensibilisation Pajonk, et
in vitro Hodgkin HD- 50uM 4Gy ; 6Gy ou 8Gy coll. (255)
My-Z
Lymphome MG-132 1 fraction 5Gy Radiosensibilisation Kurland, et
HL-60 et LY-ar 500nM coll. (256)
Lactacyctine
2,25uM
Carcinome Saquinavir 1 fraction 2Gy ; Radiosensibilisation Pajonk, et
prostatique DU- 50 et 60puM 4Gy ; 6Gy ou 8Gy coll. (257)
145 et PC-3
Mélanome MG-132 1 fraction 4Gy Radiosensibilisation Munshi, et
A375, MeWo 10uM coll. (258)
Myélome Bortézomib 1 fraction 22 12Gy Radiosensibilisation Goel, et coll.
MM1, RPMI 1-80nM (259)
8226, JIN-3 et
ARH-77
Cancer de la MG-132 1 fraction 2Gy ; Radiosensibilisation Pajonk, et
prostate PC-3 50uM 4Gy ; 6Gy ou 8Gy coll. (260)
Cancer de la MG132 1 fraction 2Gy ; Radiosensibilisation Warren, et
prostate PC-3 0,5uM 4Gy ou 6Gy. coll (261)
Carcinome du AM114 1uM 1 fraction 2Gy Radiosensibilisation Achanta, et
colon HCT116 coll. (262)
Carcinome du MG-132 1 fraction 2Gy ; Radiosensibilisation en  Pajonk, et
col de Il'utérus 50uM 4Gy ; 6Gy ou 8Gy  conditions coll. (263)
SiHA normoxiques
Radiorésistance en
conditions hypoxiques
Carcinome de Bortézomib 1 fraction 2Gy Radiosensibilisation Weber, et
la téte et du cou 10nM coll. (264)
SQ20B
Carcinome du Bortezomib 1 fraction 2Gy ; Radiosensibilisation Kamer, et
col de Il'utérus 10nM 4Gy ; 6Gy ou 8Gy  pour SiHa coll. (265)
SiHA et HeLa Pas de

radiosensibilisation

pour Hela
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Etudes Cancer Bortézomib 1 fraction 6Gy Radiosensibilisation Russo, et

in vivo colorectal 1mg/kg coll. (203)
LOVO
Cancer du MG-132 10 fractions de 3Gy Radiosensibilisation Grimes, et
poumon non a 2,5ug/g coll. (266)
petites cellules
A549
Myélome Bortézomib 153-Sm-EDTMP Radiosensibilisation Goel, et coll.
multiple 0,5mg/kg (équivalent (267)
orthotopique 22,5MBq)
5TGM1

Toutes les études, a I’exception de deux, rapportent une potentialisation des effets
cytotoxiques de la radiothérapie par I’inhibiteur de protéasome utilisé. Une seule étude,
réalisée sur des cellules de carcinome du col de I’utérus, démontre une augmentation de la
radiorésistance des cellules aprés traitement par MG-132, mais uniquement en condition
d’hypoxie (263). Seules 5 études, parmi les 14 recencées, ont évaluées les propriétés
radiosensishilisantes du bortézomib et concluent toutes a une augmentation de I’efficacité
antitumorale des radiations ionisantes par le bortézomib. Seuls, Kamer, et coll. rapportent une
absence de radiopotentialisation par le bortézomib pour la lignée de carcinome deu col de
I’utérus HelLa (265). Il est également important de noter que seulement 3 études ont été

réalisées in vivo.

B. Etudes cliniques

Une seule étude dans la littérature rapporte I’efficacité d’une approche concomitante
bortézomib-radiothérapie. Van Waes, et coll. (268) ont étudié la faisabilité d’administrer du
bortézomib a 7 patients atteints de carcinomes récurrents de la téte et du cou recevant une
irradiation quotidienne. Ce travail a permis de montrer que la dose maxiamle tolérée du
bortézomib dans ce type d’association est inférieure a 0,6 mg/m? (administré 2 fois par
semaine pendant 6 semaines). En outre, les auteurs démontrent une diminution des géenes
cibles de NF-xB au niveau tumoral associée a une réduction de la tumeur pour 3 patients et

concluent sur I’intérét de poursuivre les études d’association bortézomib-radiothérapie.
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Plusieurs essais cliniques® associant bortézomib et radiothérapie sont actuellement en cours
dans diverses localisations tumorales (cancer colorectal, myélome multiple, cancer de la téte
et du cou, tumeur cérébrale, cancer du col de I’utérus, cancer du poumon non a petites
cellules) (66).

Enfin, une étude sur une cohorte de patients atteints du SIDA et ayant développé un
lymphome primitif du systeme nerveux central a également apporté des arguments confortant
I’intérét d’associer inhibiteur de protéasome et radiothérapie (269). En effet, pour ces patients,
un protocole dit HAART (Highly Active AntiRetroviral Therapy) a été évalué en association
avec une irradiation cranienne. Le protocole HAART consistait en I’administration d’au
moins deux analogues nucléosidiques avec un inhibiteur de protéase ou un inhibiteur non
nucléosidique de la transcriptase inverse. Cette étude démontre une augmentation trés
importante de la survie pour les patients recevant un protocole HAART associé a I’irradiation
cranienne par rapport a ceux recevant uniquement I’irradiation. A posteriori, ce benéfice de
I’association a été attribué aux propriétés inhibitrices du protéasome des anti-rétroviraux
(257).

C. Mécanismes de radiosensibilisation

1. Généralités

Les études précliniques et cliniques rapportées dans la littérature ont clairement démontré les
propriétés radiosensibilisantes des inhibiteurs de protéasome. En revanche, les processus
sous-tendants ces propriétés restent mal décrits. De part la place centrale que le protéasome
occupe au sein de la signalisation cellulaire, plusieurs mécanismes peuvent étre évoqués
(Tableau XV1I).

® Essais en cours au 1 juillet 2007
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Tableau XVI: Mécanismes potentiellement impliqués dans les phénoménes de

radiosensibilisation par les inhibiteurs de protéasome (168).

] Séquelles provoquées par I’inhibition o ]
Cible . Contribution a I’effet antitumoral
du protéasome

NF-xB Inhibition de la translocation nucléaire  Inhibition de la transcription des genes
de NF-xB antiapoptotiques et pro-prolifératifs sous la
dépendance de NF-xB

p44/42 MAPK Inhibition de I’activation de p44/42 Reéduction des signaux de survie régulés par
p44/42

Réponse au stress Diminution de la transcription de la Sensibilisation des tumeurs aux agents

génotoxique machinerie de réparation de I’ADN provoquant des dommages a I’ADN

NF-«B : Nuclear Factor kappa B ; MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase.

Le principal élément impliqué pour expliquer les résultats des études précliniques est la
diminution et/ou la suppression de I’activation radio-induite du facteur de transcription NF-
kB

2. Le facteur de transcription NF-«xB

a. Structure

NF-kB est un facteur de transcription, décrit pour la premiere fois en 1986 comme un
complexe multiprotéique appartenant a la famille Rel (Figure 18). Les 5 protéines membres
de cette famille, p65 (ou RelA), c-Rel, RelB, p52, et p50 sont caractérisées par la présence
d’un domaine conservé, le domaine REL constitué de 300 acides aminés, et responsable des
propriétés de liaison a I’ADN, de dimérisation et de localisation nucléaire (NLS : Nuclear

Localisation Signal).
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Figure 18 : Représentation schématique des protéines appartenant a la famille
Rel.

La famille des protéines Rel est divisée en deux classes, qui se distinguent par leur mode de
synthése et leurs propriétés de transactivation. La premiere classe est composee de p65
(RelA), RelB et c-Rel qui sont synthétisés directement sous une forme mature (270). La
deuxiéme classe est constituée de pl05 et p100, qui sont des précurseurs comprenant un
domaine d’homologie REL en N terminal, et un domaine composé de la répétition de
séquences Ankyrine a I’extrémité C terminale. Cette région sera clivée pour libérer la forme
mature (p52 et p50 respectivement).

Les protéines de la famille Rel sont capables de former plusieurs complexes d’homodimeéres
ou d’hétérodiméres possédant ou non des capacités de transactivation (271). La forme la plus
classique de NF-xB est I’hétérodimere p50-p65, qui lie I’ADN avec une haute affinité et qui
posséde un domaine de transactivation (272).
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b. Activation de NF-xB

La figure 19 présente la voie d’activation classique du facteur de transcription NF-xB sous

I’effet d’un stress (facteurs de croissance, radiations

inflammatoires...).

!
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Figure 19: Voie d’activation
classique de NF-xB. Adapté d’aprés
Adams, et coll. (96)

ionisantes,

cytokines pro-

A I’état basal, NF-xB est localisé dans le cytoplasme sous forme latente et est complexé a un

membre de la famille I-xB. La plupart des stimuli activateurs de NF-xB (comme le TNFa,

I’IL-1 ou les radiations ionisantes) conduisent a I’activation d’un complexe multiprotéique

IKK (IxB Kinases). Le complexe IKK phosphoryle 1kB au niveau de deux résidus sérines (Ser

32 et Ser 36 pour I-kBa) (273). Cette double phosphorylation est ensuite reconnue par une

enzyme E3 ubiquitine ligase menant a I’ubiquitinylation et la dégradation de IkB par le

protéasome. Une fois IkB dégradé, NF-«xB est libre et est transloqué dans le noyau, ou il

reconnait un motif spécifique de liaison a I’ADN sur la région promotrice de nombreux genes

(motif xB). Le géne codant pour IkB fait partie des premiers genes a étre transcrits par NF-

kB, pouvant ainsi moduler son activation (273). NF-xB induit I’expression de nombreux
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génes clés de I'inflammation, de la réponse immunitaire, de la croissance cellulaire et de
I’apoptose (271, 272, 274).

c. NF-«B et réponse a la radiothérapie

Le facteur de trancription NF-xB est décrit comme étant induit par les radiations ionisantes
dans les cellules de Mammiféres lorque celles-ci sont soumises a des doses cliniques de
radiothérapie (2 Gy). Ceci conduit a la transcription de nombreux génes cibles impliquées dans
la survie et la prolifération cellulaire, ce qui participe ala radiorésistance tumorale (275).
L’activation de NF-kB étant sous la dépendance directe du protéasome, via la dégradation de
IxB, il est légitime de supposer que la radiopotentialisation par les inhibiteurs de protéasome

implique cette voie particuliére.

Ceci a été mis en évidence dans plusieurs études. Ainsi, Russo, et coll. (203) ont montré que
le traitement par bortézomib supprimait I’induction radio-induite de NF-xB sur un modele de
carcinome colorectal et que cette inhibition conduisait a la radiopotentialisation obtenue sur
ce méme modele. Toutefois, les études actuellement disponibles ne rapportent pas
systématiquement I’implication de NF-xB dans la radiosensibilisation par les inhibiteurs de
protéasome. En effet, les travaux de Pajonk, et coll. (255), Kurland, et coll. (256) et Kamer, et
coll. (265) sur divers types tumoraux ont montré que I’inhibition de NF-xB par un inhibiteur
de protéasome n’est pas indispensable pour induire une radiopotentialisation, qui peut alors

s’expliquer par d’autres mécanismes.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE — Développement préclinique et clinique du bortézomib

VIII. Conclusions

Le bortézomib appartient a une classe récente d’agents de chimiothérapie anticancéreuse, les
inhibiteurs de protéasome. Cette molécule est un inhibiteur réversible de [I’activité
chymotrypsine-like du protéasome et présente une sélectivité d’action relative vis-a-vis des
cellules tumorales, dont elle provoque I’entrée en apoptose. Le mécanisme d’action du
bortézomib est complexe et implique différentes voies de signalisation, dont I’importance et le

degré d’implication varie suivant le type cellulaire.

Les premiers résultats cliniques du bortézomib indiquent un potentiel important dans le cadre
du traitement des hémopathies malignes (myélome multiple, lymphome du manteau). Le
bortézomib possede depuis 2005 une AMM pour le traitement des patients atteints de
myélome multiple en rechute. Pour les tumeurs solides, le bortézomib ne semble pas présenter
d’intérét lorsqu’il est administré seul, mais son association avec d’autres agents de

chimiothérapie permet d’ameliorer I’efficacité antitumorale de ces agents.

Le bortézomib a également démontré des propriétés radiosensibilisantes sur divers types
tumoraux lors d’études précliniques menées aussi bien in vitro que in vivo, et des études
cliniques sont actuellement en cours. Les mécanismes a I’origine de cette radiosensibilisation

ne sont pas clairement identifiés mais pourraient impliquer le facteur de transcription NF-xB.
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Chapitre 5 : Objectifs

Les gliomes malins sont des tumeurs cérebrales primitives particulierement aggressives.
Actuellement, la survie des patients atteints des formes les plus graves est seulement de 15
mois. Dans le traitement de ce type de tumeurs, les associations concomitantes radio-

chimiothérapie ont démontré leur intérét. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail.

Le bortézomib appartient & une nouvelle classe d’agents de chimiothérapie : les inhibiteurs de
protéasome. Ces molécules ont clairement démontré leurs propriétés radiosensibilisantes sur
divers types de tumeurs, aussi bien in vitro qu’in vivo. Le premier objectif de notre travail a
été d’évaluer sur deux modeles de gliome malin xénogreffés chez la souris nude la possibilité
d’améliorer I’efficacité antitumorale de la radiothérapie par I’administration concomitante de
bortézomib. Un des paramétres fondamentaux de nos travaux est de mettre en ceuvre des
schémas de radiothérapie et de chimiothérapie les plus proches possibles de la pratique
clinique. En effet, I’utilisation de schémas thérapeutiques respectant le fractionnement et les
doses applicables en clinique sont trés rares, sinon inexistants, dans la littérature et conduisent
a s’interroger sur la prédictivité des études précliniques réalisées. Nous avons donc comparé
deux modes de fractionnement des traitements: d’une part, nous avons administré la
radiothérapie et la chimiothérapie en respectant les doses et le fractionnement utilisé chez
I’Homme et d’autre part, nous avons délivré les traitements a la méme dose totale a raison

d’une administration par semaine.

Nous avons ensuite évalué les effets cellulaires et moléculaires de nos différents traitements.

Nous avons d’abord Vérifié si les effets observés lors des études de radiopotentialisation
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TRAVAIL EXPERIMENTAL - Objectifs

pouvaient étre expliqués au niveau de I’apoptose et de la prolifération cellulaire. Nous nous
sommes ensuite intéresses aux effets du bortézomib sur sa cible, a savoir I’activité
chymotrypsine-like du protéasome. Par ailleurs, le seul mécanisme identifié comme
responsable de la synergie d’action entre radiations ionisantes et inhibiteur de protéasome est
le blocage de I’activation du facteur de transcription NF-kB, connu pour participer a la
radioresistance tumorale. Nous avons donc évalue les effets de la radiothérapie seule ou
associée au bortézomib sur I’état d’activation de NF-xB afin de déterminer si ce facteur

pouvait expliquer les effets observés au cours des études de radiopotentialisation.
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Chapitre 6 : Matériel et méthodes

I. Xénogreffes hétérotopiques de gliomes malins

A. Les souris nude

Les animaux utilisés sont des souris nude femelles (Swiss-nu/nu Janvier, Le Genest St Isle,
France) agées de six a huit semaines. Les animaux sont athymiques donc déficients en
lymphocytes T, ce qui leur permet d’étre le support de greffes de tumeurs humaines.
L hébergement et les expérimentations animales sont réalises en conformité avec la
legislation en vigueur (directive 86/609/CEE et décret n°87-848).

B. La xénogreffe tumorale

Les lignées tumorales utilisées sont deux lignées de gliomes de grade 111 :

- la lignée U87-MG (astrocytome anaplasique, HTB-14 American Type Culture Collection).

- et la lignée TCG3, établie au laboratoire apres récupération d’un fragment de piece
opératoire (patiente de 58 ans opérée d’un oligoastrocytome anaplasique dans le Service de

Neurochirurgie du CHU de Nancy).

Les principales altérations génétiques décrites dans les gliomes connues pour les deux lignees

étudiées sont regroupées dans le tableau XVII (44, 276).
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Tableau XVII : Principales altérations génétiques des lignées TCG3 et U87

P16/
1p 1q 19q 9p 10p 109 | TP53 | PTEN | EGFR | . \na
TCG3 N N N N N N Mut N N N
us? D N D LOH N N N D N D

N : Normal ; Mut : Mutation ; D : Délété, LOH : Loss Of Heterozygosity (perte d’hétérozygotie)

1. Procédure microchirurgicale

Les souris receveuses bénéficient d’une anesthésie générale qui consiste en I’injection

intrapéritonéale de xylazine (Rompun® 2%, Bayer Pharma, Puteaux, France) et de kétamine

(Kétamine®, Panpharma, Fougere, France) & des doses respectives de 8 mg/kg et de 90 mg/kg.

Ceci permet d’obtenir une anesthésie d’environ 30 minutes.

Une souris "porte greffe” est sacrifiée lorsque le volume de la tumeur qu’elle porte atteint

1000 mm®. Le tissu tumoral prélevé est placé dans du sérum physiologique (NaCl 0,9 %) ou il

est coupé en fragments de 1 a 2 mm de diamétre et de 0,5 a 1 mm d’épaisseur. Ceux-ci

constituent les greffons qui sont aussitdt implantés chez les souris receveuses apres realisation

d’une incision au niveau du pli inguinal. La peau est suturée a I’aide de fil de suture (Prolene

5/0, Ethicon, Issy les Moulineaux, France). Les animaux sont ensuite surveillés jusqu’a leur

réveil.

2. Suivi des tumeurs

Le volume tumoral est mesuré trois fois par semaine. A I’aide d’un pied a coulisse, deux

mesures sont réalisées sur chaque tumeur : le grand diametre (D) et le petit diamétre (d) afin

de calculer le volume par la formule suivante :
V = (D x d?)/2.
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Il. Traitements et prélévements tumoraux

A. Groupes de traitement

Les souris porteuses de tumeurs sont réparties dans les groupes suivants :
- CTRL : souris recevant des injections de sérum physiologique en i.v.
- Bortézomib (BTZ) : dose totale 1,8 mg/kg (administration i.v.)
- Radiothérapie (RT) : dose totale de 20 Gy
- BTZ + RT : association des deux traitements précédents

Le traitement débute lorsque les tumeurs ont atteint un volume de 250 + 50 mm?® (JO) et est
appliqué pendant 2 semaines. Pour le groupe BTZ + RT, le BTZ est administré 2 a 4h avant la

radiothérapie. Chaque traitement a été administré selon 2 schémas (Figure 20) :

- schéma dit ""'non fractionné™ : le BTZ est administré a raison d’une injection i.v.
par semaine a la dose de 0,90 mg/kg. La radiothérapie est délivrée une fois par
semaine a la dose de 10 Gy.

- schéma dit ""fractionné™ : le BTZ est administré a raison de 2 injections i.v. par
semaine (JO et J3) a la dose de 0,45 mg/kg. Ce traitement correspond au schéma
indiqué chez I’Homme dans le traitement du myélome multiple en rechute (167). La
radiothérapie est délivrée 5 jours sur 7 a raison de 2 Gy/jour, selon les conditions

classiques de fractionnement pratiquées en clinique humaine.

P " . . l BTZ:0,90 mg/kgiv. x 1/sem
Schéma "'non fractionné

% RT:10 Gy/j, 1 jour/7
L

[o]1]2]3]4[5]6]7[8]91011[12]13[14}

BAHES AR

. " . . ' BTZ:0,45 mg/kgiv. x 2/sem
Schéma "'fractionné

\\> RT:2 Gy/j, 5jours/7

Figure 20 : Schéma thérapeutique.
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L’efficacité antitumorale est appréciée apres deux semaines de traitement consécutives. Les
effets moléculaires et cellulaires des traitements sont évalués a I’issue d’une semaine de

traitement.

B. La radiothérapie

La radiothérapie est réalisée au Centre Alexis Vautrin sous la responsabilité du Docteur V.
Bernier-Chastagner, avec un appareil de radiothérapie de contact (Pantak Therapax” SXT 150
Pantak Medical Systems, AGFA NDT, Limonest, France). Cet appareil permet de réaliser une
radiothérapie externe qui distribue des photons X grace a un collimateur de 1,5 cm de
diamétre. La souris est anesthésiée puis attachée au support par ses quatre membres, en
décubitus dorsal, a I’aide de rubans adhésifs avant la séance de radiothérapie (Figure 21).

Figure 21: Irradiation d’une tumeur par

I’appareil de radiothérapie de contact.

C. Le bortézomib

Le bortézomib (BTZ, Velcade®) est le seul inhibiteur de protéasome commercialisé
actuellement. Dans notre étude, le bortézomib a été acheté auprés du laboratoire Janssen-
Cilag (Issy les Moulineaux, France). Aprés dissolution dans du sérum physiologique, le

bortézomib est injecté dans la veine latérale de la queue de la souris.
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D. Les prélevements

Les prélevements tumoraux sont effectués a 2 h ou 24 h apres la fin de la premiere semaine de

traitement pour tous les groupes. Les tumeurs sont excisées et sont coupees en deux : la
premiére moitié est fixée dans une solution tamponnée de formaldéhyde 10% (V/,, pH 7,4) et

sont utilisées pour les analyses immunohistochimiques. La seconde moitié est immédiatement

congelée a -80°C.

E. Extraction et dosage des protéines totales

Les tumeurs sont décongelées sur glace, pesees puis homogénéisées dans du tampon de lyse
(composition différente en fonction de I’expérience qui fait suite).

- Pour mesurer I’activité chymotrypsine-like du protéasome, les tumeurs sont
homogénéisées a I’aide d’un broyeur de type Ultra Turrax® (Imlab, Lille, France) dans du
tampon de lyse (TRIS HCI 50 mM ; DTT 2 mM ; MgClo 5 mM ; Sucrose 250 mM ; dH,O

gsp) et afin d’éliminer les débris cellulaires, le broyat est centrifugé a 10 000 g pendant 10
minutes a 4°C.

- Pour la mesure de I’expression des formes actives de p65 et de p50,
I’homogénéisation est réalisée a I’aide d’un "piston pellet” dans du "Complete Lysis Buffer"
(fourni dans le kit TransAM p50, Active Motif Europe, Rixensart, Belgique), puis les tumeurs
sont incubées durant 30 minutes sur glace. Le broyat est ensuite centrifugé a 10 000 g pendant

10 minutes a 4°C.

Dans les deux cas, la concentration en protéines des tumeurs est déterminée a I’aide du kit Bio
Rad Protein DCIl (Bio Rad, lvry-sur-Seine, France). Ce kit est basé sur la technique
colorimétriqgue de Lowry et se réalise en plaques de 96 puits. Selon les instructions du
fabricant, 5 uL de chaque échantillon sont déposés dans chaque puits. La densité optique est
lue au lecteur de plaques a 690 nm (Multiskan MCC/340, Labsystem, Cergy-Pontoise,
France). Une gamme d’étalonnage élaborée avec de la BSA (Bovin Serum Albumin) permet

de calculer la concentration en protéines de chaque échantillon.
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lll. Distribution des cellules dans le cycle cellulaire

L’etude de la distribution des cellules dans le cycle cellulaire est basée sur la mesure du
contenu cellulaire en ADN aprés marquage a I’iodure de propidium. L’iodure de propidium
est un intercalant de I’ADN qui posséde des propriétés de fluorescence. Il est incorporé de
fagon proportionnelle & la quantité d’ADN présente dans la cellule. Lors du passage dans le
cytometre, les cellules passent une a une devant un laser qui excite I’iodure de propidium. La
fluorescence émise est proportionnelle a la quantité d’ADN présente dans les cellules. Tous
les réactifs, sauf mention contraire, ont été fournis par Sigma (Saint-Quentin Fallavier,

France).

A. Dissociation des tumeurs

Les fragments tumoraux sont décongelés dans du PBS* glucosé (1 mg de tumeur dans 1 mL
de PBS glucosé [NaCl 140 mM ; KCI 8,4 mM ; Na,HPO,, 12 H,O 2,5 mM ; KH,PO, 1,1
mM ; Glucose 6,1 mM ; CaCl, 0,13 mM ; MgSO,, 7 H,O 1,2 mM ; ajusté a pH 7,6]) puis
dissociés a I’aide d’un potter de Thomas. L’ensemble est centrifugé a 300 g pendant 10
minutes a température ambiante. Le culot est remis en suspension dans 1 mL de tampon
citrate (trisodium citrate, 2H,0 3,4 mM ; spermine tetrahydrochloride 1,5 mM ; Tris base 0,5
mM ; supplémenté par 1 mL/L de Nonidet 40 et ajusté a pH 7,6). Les échantillons sont ensuite
traités avec une solution de trypsine (0,03 mg/mL - Trypsin type 1X-S from porcine pancreas)
pendant 10 minutes a température ambiante et sous agitation. Puis les échantillons sont
incubés avec une solution de RNase (0,1 mg/mL — Ribonuclease A type II1-3 from bovine
pancreas) et d’inhibiteur de la trypsine (0,5 mg/mL - Trypsin inhibitor type 11-O from chicken

egg white) pendant 10 minutes a température ambiante sous agitation.

1 PBS : Phosphate Buffered Saline
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B. Marquage a I'iodure de propidium et analyse en cytométrie en flux

Les échantillons sont incubés avec une solution d’iodure de propidium (0,4 mg/mL) pendant
30 minutes a I’obscurité et a température ambiante puis centrifuger & 500 g pendant 10
minutes. Le culot est repris dans du tampon citrate et filtré sur toile (diamétre des pores 30
um). Le filtrat est analysé a I’aide d’un cytometre en flux de type FACSCalibur (Becton
Dickinson, Heidelberg, Allemagne) équipé des logiciels CellQuest et ModFit LT.

IV. Détection immunohistochimique de la caspase-3 clivée et de I'antigéne de

prolifération Ki-67

Ces techniques, effectuées sur des coupes histologiques, ont pour but de mettre en évidence
les cellules en apoptose et les cellules en prolifération dans les tumeurs, grace a des anticorps
primaires, respectivement, anti-caspase 3 clivée (Anticorps polyclonal de lapin, BD
Biosciences, Belgique) et anti-Ki-67 (Anticorps monoclonal de lapin, Lab Vision, Etats-
Unis). Elles ont été réalisées dans le service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques du CHU
Brabois dirigé par le Pr. F. Plénat et ont été préalablement décrites (277, 278).

A. Préparation des échantillons

Aprés fixation des tumeurs dans du formaldéhyde 10% (V/,,) pendant 24h puis inclusion en

paraffine & I’aide d’un automate de type V.I.P™

(Sakura, Sysmex, Suisse), des coupes de 5
um d’épaisseur sont effectuées a I'aide un microtome (Leica RM 2135, Leica Microsystemes
SAS, France) et déposées sur des lames. Celles-ci subissent un déparaffinage par immersion
dans différents bains successifs (toluene, alcool absolu, alcool a 95°, eau osmosee). Puis une
hydrolyse par la chaleur des liaisons établies entre le formaldéhyde et les protéines de
I'échantillon est réalisée, afin de démasquer des sites antigéniques. Pour cela, nous utilisons
un autoclave (2100 Retriever, PickCell Laboratories, Pays Bas), contenant un tampon EDTA

10 mM, pH 8.
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B. Hybridation avec les anticorps

Aprés lavage a I'eau osmosée, lI'anticorps primaire (anti-caspase 3 clivée ou anti-Ki-67 dilué
respectivement au 1/1000 et au 1/100) est dépose sur les coupes pendant une nuit a 4°C. Le
lendemain, les lames sont rincées au PBS-Tween 1%. L'anticorps secondaire (anti-lgG de
lapin biotinylé dilué au 1/200), est déposé et laissé en contact (1h, température ambiante).
Apres ringcage (PBS-Tween), les peroxydases endogenes sont éliminées par exposition des
coupes au peroxyde d’hydrogéne 6 % (20 min, température ambiante).

C. Révélation

L’étape de révélation est basée sur I’interaction entre la biotine, fixée sur I’anticorps
secondaire, et un complexe streptavidine-peroxydase [(DakoCytomation, France) dilué au
1/200 dans du PBS-Tween]. L’ensemble est incubé pendant 1h a température ambiante puis la
révélation s’acheve par la mise en contact d’un substrat de la peroxydase contenu dans le kit

NovaRED™ (Vector Laboratories, Burlingame, Etats-Unis).

Une contre-coloration des noyaux en bleu violacé est réalisée par immersion des coupes dans
un bain d'hématoxyline. Aprés un rincage a l'eau courante, les lames sont bleuies en les
mettant en contact avec du TRIS pH 8,2 puis rincées a I'eau courante et a I'eau osmoseée.
Aprés déshydratation par passage dans des bains successifs (alcool a 95°, alcool absolu,
toluéne), les lames sont montées grace au liquide de montage Eukitt.

Le nombre de cellules apoptotiques ou en prolifération (colorées en brun-rouge dans les deux
cas) est évalué par comptage des cellules immunomarquées au grossissement x1000 en
immersion. Dans les deux cas, les photographies présentées ont été réalisées a I’aide d’un

microscope Axioskopll Zeiss (Paris, France) avec la précieuse collaboration de Pr. F. Plénat.
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V. Evaluation de I'activité chymotrypsine-like du protéasome

Cette technique consiste en la mise en ceuvre d’un substrat spécifique (Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-
7-amido-trifluoromethylcoumarin, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) qui, lorsqu'il est
clivé par le protéasome, libére le dérivé coumarinique émettant un signal de fluorescence a

460 nm lorsqu’il est excité a 380 nm.

50 pg de protéines totales ainsi que 10 nmoles de substrat sont déposés dans un tube
eppendorf et le volume réactionnel est ajusté a 100 pL par ajout de tampon de lyse. Les
échantillons sont ensuite incubés 2h a 37°C a I’obscurité, puis la réaction est stoppée par ajout
de 1 mL de SDS a 1%.

L’intensité de la fluorescence aprés excitation a 380 nm est lue & I’aide d’un
spectrofluorimétre Safas a 460 nm (Monaco).

VI. Expression des formes actives de p65 et de p50

A. Principe

L’expression des formes actives de p65 et de p50 est évaluée a I’aide des Kkits TransAM
correspondants (Active Motif Europe, Rixensart, Belgique). Ces kits contiennent une plaque
de 96 puits dans lesquels sont immobilisés des oligonucléotides contenant la séquence
consensus 5 GGGACTTTCC 3’ qui est reconnue et liée spécifiquement par la forme active
de p65 ou de p50. Ainsi, si p65 est activée, cette protéine est lié a sa ségquence consensus et
devient donc détectable par réaction antigénique et quantifiable par réaction chromogénique.

NB : Les kits contiennent plusieurs réactifs : Complete Lysis Buffer, Complete Binding Buffer,

et Antibody Binding Buffer respectivement appelé, pour plus de simplicité, tampon de lyse,

tampon de liaison et tampon de liaison a I’anticorps.
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B. Fixation de p65 ou de p50 a sa séquence consensus

Afin d’optimiser la liaison, on ajoute dans chaque puits du tampon de liaison. Puis 20 ug de
protéines totales sont déposés a la concentration de 1 pg/pL dans chaque puits. Le kit contient
également un extrait nucléaire de cellules Jurkat traité par TPA et ClI (13-o0-
tetradecanoylphorbol-13-acetate et calcium ionophore A23187) qui sert de contréle positif. La
spécificité de la liaison entre les sous-unités de NF-«B et leur séquence consensus est vérifiée
par dépdt de séquence d’oligonucléotides mutées et sauvages. L’incubation est réalisée durant

1 h a température ambiante, puis les puits sont laveés trois fois avec la solution de lavage.

C. Liaison aux anticorps

L’ anticorps primaire (anti p65 NF-xB ou anti p50 NF-xB IgG de lapin dirigé contre p65 ou
p50 humain), dilué au 1/1000 dans le tampon de liaison a I’anticorps, est déposé dans les
puits. La plague est incubée 1 h a température ambiante, puis est lavée a trois reprises comme
précédemment.

L’ anticorps secondaire (anticorps de chevre dirigé contre les IgG de lapin), conjugué a
I’enzyme HRP (Horse Radish Peroxydase), dilué au 1/1000 dans le tampon de liaison a
I’anticorps, est déposé dans les mémes conditions que I’anticorps primaire. Les puits sont

lavés ensuite quatre fois.

D. Réaction colorimétrique

La solution de développement (3,3’,5,5” tetramethylbenzidine dans DMSO 1 %) est ajoutée
dans chaque puits, et I’incubation est réalisée durant 4 minutes a température ambiante, selon
les recommandations du fabricant.

La réaction est ensuite arrétée par dépdt de la solution d’arrét (H,SO4 0,5 M) et la densité

optique de chaque puits est lue au lecteur de plaques a 450 nm.
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VII. Expression des génes cibles de NF-kB par RT-PCR? quantitative

L’étude de I’expression des génes cibles de NF-kB (TNFa et IL-6) est réalisée par RT-PCR
quantitative pour la lignée TCG3.

A. Extraction des ARN totaux
1. Procédure d’extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits selon la méthode de Chomczynski, et coll. (279), a I’aide du
réactif TRIzol® (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Le TRIzol® maintient I’intégrité des

ARN lors de la dissociation des différents composants cellulaires.

Un fragment tumoral (environ 50 mg) est mis en contact avec 1 mL de réactif TRIzol® et est
broyé a I’aide d’un "piston pellet”. Les échantillons sont ensuite incubés pendant 15 minutes a
4°C.

Aprés récuperation du surnageant, 200 pL de chloroforme (VWR, Fontenay-sous-Bois,
France) sont ajoutés. Le mélange surnageant/chloroforme est agité vigoureusement (environ
15 secondes), puis centrifugé (12000 g pendant 15 minutes a 4°C). Deux phases, une agqueuse
et une organique, se forment : les ARN extraits se retrouvent exclusivement dans la phase

aqueuse.

La phase aqueuse est récupérée et est supplémentée avec 0,5 mL d’isopropanol (VWR,
Fontenay-sous-Bois, France), afin de précipiter les ARN. Les échantillons sont ensuite
incubés pendant 10 minutes a temperature ambiante, puis centrifuges a 12000 g pendant 10

minutes a 4°C.

Le culot d’ARN est lavé par addition de 1 mL d’éthanol a 75 % (\VVWR, Fontenay-sous-Bois,
France), puis centrifugé a 7500 g pendant 5 minutes a 4°C. L’éthanol est éliminé par

aspiration puis par évaporation en placant les tubes ouverts a 37°C pendant quelques minutes.

2 RT-PCR : Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction
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Le culot est ensuite resuspendu dans 50 pL d’eau RNase DNase free (Eppendorf, Hambourg,

Allemagne).

2. Vérification de la qualité et quantification des ARN extraits

Les échantillons sont dosés par spectrophotométrie a 260 nm (absorbance des acides
nucléiques) et 280 nm (absorbance des protéines) (Biophotometre Eppendorf, Hambourg,

Allemagne). La concentration en ARN (en pg/mL) est donnée par la formule suivante :

[ARN] = Aseo X D x40

ou D est le facteur de dilution de I’échantillon.

Le rapport Azeo/Azgo témoigne de la pureté des extraits d’ARN vis-a-vis des protéines. La

préparation est considérée de bonne qualité si R > 1,8.

B. Transcription inverse (RT)

1. Traitement des échantillons a la DNase

Afin d’éliminer d’éventuelles contaminations par de I’ADN génomique lors de I’extraction
des ARN totaux, chaque échantillon d’ARN totaux est traité a la DNase | (1 U/uL, Roche
Diagnostics, Mannheim, Allemagne). Les échantillons sont ensuite incubés 1h a 37°C puis la

DNase est inactivée par chauffage pendant 10 minutes a 65°C.

2. Transcription inverse (RT)

Cette réaction permet d’obtenir un ADN simple brin complémentaire (ADNc) de I’ARN a
I’aide d’amorces et d’une enzyme, la transcriptase inverse. Cette enzyme présente une activité
ADN-polymérase ARN dépendante ainsi qu’une activité exo-ribonucléasique hybride

dépendante permettant la dégradation des ARN contenus dans les hybrides ADN-ARN. La

121



synthése du brin d’ADNc est réalisee a I’aide du kit iScript™ cDNA Synthesis kit (Bio-Rad,
Ivry-sur-Seine, France) selon les recommandations du fournisseur. L’ADNc est obtenu a
partir de 1 pg d’ARN en utilisant un mélange d’amorces a fixation aléatoire et d’amorces
oligodT. Ce mélange d’amorces permet d’obtenir la rétro-transcription de I’ensemble des
ARN. La réaction est réalisée dans un thermocycleur (2720 Thermal Cycle Applied

Biosystems, Courtaboeuf, France) selon les étapes du tableau XVIII.

Tableau XVII1: Etapes de la réaction de transcription inverse

Etape Température (°C)  Temps (minutes)

1 30 5 Activation de I’enzyme

2 42 30 Transcription inverse

3 - . Dénaturation des ARN non reverse transcrits et
inhibition de I’enzyme

C. Réaction de polymérisation en chaine en temps réel (PCRQ)

1. Principe

La PCR correspond a une amplification d’un fragment d’ADN spécifique délimité par des
amorces. A la fin de la réaction de PCR, la quantité d’ADN de la séquence cible a augmentée
d’un facteur 2" (n étant le nombre de cycle effectués). La PCRq permet de mesurer en temps
réel I’amplification de cet ADN. L’appareil utilisé pour réaliser cette technique est le
LightCycler (Roche, Mannheim, Allemagne), thermocycleur rapide & air pulsé piloté par un
ordinateur qui permet I’acquisition et le suivi en temps réel des données ainsi que leur
traitement. La quantification de I’ADN cible se fait grace a un agent fluorophore s’intercalant
dans I’ADN double brin, le SYBRGreen. La réaction de PCR se déroule en trois étapes :
dénaturation, hybridation et élongation. Au début de la réaction, le mélange réactionnel
contient de I’ADN dénaturé, les amorces et le fluorophore non lié. Aprés hybridation des
amorces, le fluorophore se lie & I’ADN double brin, cette liaison a I’ADN se traduit par une
augmentation de la fluorescence. Pendant I’étape d’élongation, le nombre de molécules de
fluorophore lié a I’ADN synthétisé augmente, ce qui se traduit par une augmentation de la

fluorescence. La fluorescence est mesurée a la fin de I’étape d’élongation de chaque cycle.
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Le SYBRGreen étant un agent intercalant non spécifique, la spécificité des fragments
d’ADNCc obtenus aprés amplification (amplicon) est vérifiée en réalisant une courbe de fusion.
La température est élevée progressivement de 60°C a 95°C avec une lecture continue de la
fluorescence. Quand la température augmente, I’ADN double brin se dissocie, entrainant la
libération du SYBRGreen dans le milieu et une diminution progressive de la fluorescence.
Lorque 50 % de I’ADN double brin est dissocié, la fluorescence chute brutalement, c’est a
cette température que correspond la température de fusion (Tm) du produit synthétisé. En
tracant la courbe dérivée premiére négative de la fluorescence émise en fonction de la
température, nous obtenons un maximum qui correspond a la température de fusion. Cette

température est caractéristique d’un amplicon donné.

2. Réalisation de la réaction

a. Choix des amorces

Pour notre étude, nous nous sommes intéressés a I’expression des genes codant pour le TNFa
et pour I’IL-6 (Tableau XIX). Afin de pouvoir comparer les différents échantillons entre eux,
nous avons étudié I’expression d’un "géne de ménage”, dont le taux d’expression reste
constant. Dans nos expérimentations, nous avons choisi le géne codant pour la protéine -

actine.

Tableau XIX : Caractéristiques des différents couples d’amorces utilisés pour I’amplification des
ADNCc

™m
Géne Amorce sens Amorce antisens 0) Fournisseur
TNFa 5’-CTCCTCACCCACACCATCA 5’-GGAAGACCCCTCCCAGATAG 85
Sigma-
IL-6 5’-CAATTCTGGATTCAATGAGGAGAC 5-CTCTGGCTTGTTCCTCACTACTC 80 G J
enosys,
l: 5’-ATGTGGCCGAGGACTTTGAAT 5’-AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG e France
actine
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b. Préparation des échantillons et réalisation de la PCRq

Chaque extrait d’ADNCc obtenu apreés la transcription inverse est dilué aul/5 dans de I’eau
RNase DNase free (Eppendorf, Hambourg, Allemagne). La réaction a lieu dans des capillaires
en verre. Le mélange réactionnel contient :

- 2 ul d’ADNC dilué au 1/5

- 10 pL de SYBRGreen (LightCycler Fast Start DNA Master”™ "> SYBRGreen |)

- 1 pL d’amorce sens (0,5 uM)

- 1 pL d’amorce antisens (0,5 uM)

- 6 pL d’eau RNase DNase free (Eppendorf, Hambourg, Allemagne)

La réaction a lieu dans des capillaries en verre de 20 pL selon les étapes décrites dans le
tableau XX.

Tableau XX : Etapes de la PCR quantitative

Température Nombre de
Etapes Durée
(°C) cycles

Dénaturation 95°C 5 minutes 1

Dénaturation 95°C 10 secondes
Amplification Hybridation et 40

) ) 60°C 30 secondes

élongation

Dénaturation 95°C 15 secondes
Courbes de fusion  Hybridation 65°C 15 secondes 1

Dénaturation 95°C 0 seconde
Refroidissement 40°C 30 secondes 1

c. Purification de I’ADNc

Une gamme étalon (10 & 107 ng/mL) est réalisée pour chaque géne cible permettant ainsi de
quantifier I’expression de chaque produit de PCR. Cette gamme est préparée aprés la
purification du produit de PCR obtenu a partir de I’ADNc du géne cible. Un kit de
purification d’ADN (MinElute® PCR Purification Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France) est
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utilisé pour cette étape. Brievement, le contenu de produits de PCR ayant subi I’amplification
spécifiqgue d’un géne cible est récuperé par centrifugation (1 pulse, 500 g) puis cette
suspension est mélangée a un tampon (Binding Buffer) et est déposée sur la colonne porteuse
d’une membrane capable de retenir I’ADN. Les colonnes sont ensuite lavées deux fois par des
tampons de lavage (Washing Buffers 1 et 2) et I’ADN est élué par 10 uL d’eau RNase DNase
free. Un dosage spectrophotomtérique est effectué afin de déterminer la concentration en
ADN double brin. La concentration en ADN double brin (ug/mL) est déterminée en

aplliquant la formule suivante :
[ADN] = Azs0 x 50 x 1/D
ou D est le facteur de dilution.
Cette solution mere est ensuite diluée afin d’obtenir la gamme de concentration du géne
considéré,
VIIl. Analyse d’expression des protéines ubiquitinylées par western blot
Le western blot est effectué sur I’extrait de protéines totales préparées pour les Kits

TransAM®. La manipulation des protéines est systématiquement réalisée sur glace, afin
d’éviter la dégradation des protéines par les protéases.

A. Séparation des protéines sur gel de polyacrylamide
Les gels sont préparés a I’aide du systeme Hoefer SE 260 (Hoefer Inc, Holliston, Etats-Unis).

La proportion d’acrylamide est de 10% dans le gel de séparation et de 5% dans le gel de

concentration (Tableau XXI).
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Tableau XXI : Composition des gels d’acrylamide

o Solutions . Gel de Gel de

Réactifs Fournisseur ] ]
meres séparation concentration
Acrylamide — Bis _
] 19:1 Bio-Rad 10% 5%

acrylamide
Tris-HCI 1,5MpH 8,8 Sigma 370 mM -
Tris-HCI 0,75MpH 6,8 Sigma - 170 mM
Glycérol 50% (v/v) Sigma 5% 5%
SDS 20% (m/v) Sigma 0,2% 0,2%
Ammonium persulfate 10% (m/v) Sigma 0,08% 0,11%
TEMED Bio-Rad 0,04% 0,11%
H.0 asp asp

Le gel de séparation est coulé en premier puis recouvert d’isopropanol (Sigma). Aprés 30
minutes de polymérisation a 37°C, la surface du gel est rincée puis séchée. Le gel de
concentration est alors coulé, puis un peigne est mis en place, afin de former les puits de
dépdt. Aprés polymérisation, le peigne est retiré puis le bloc contenant le gel est immerge
dans une cuve d’electrophorése contenant le tampon de migration Tris-Glycine-SDS (Tampon

TGS, Bio-Rad, Ivry sur Seine, France).

Les échantillons protéiques sont dilués dans du tampon de lyse (Complete Lysis Buffer, kit
TransAM®, Active Motif), de fagon & obtenir 40 pg de protéines dans 12,5 pL. 12,5 pL de
tampon de Laemmli (Bio-Rad) sont ajoutés dans chaque échantillon. Les protéines ainsi

préparees sont chauffées pendant 7 minutes a 95°C afin de les dénaturer.

Dans chaque puits du gel d’acrylamide, 25 pL d’échantillon sont déposés. Dans au moins un
puits par gel, 10 uL d’un marqueur de taille biotinylé (Biotinylated protein ladder detection
pack, Cell Signaling, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France) sont déposes. La migration

électrophorétique des protéines s’effectue a 100V pendant 2h30.

126



B. Transfert sur membrane
En fin de migration, le gel est démoulé et le gel de concentration élimine. Le gel de séparation

est récupéré et incubé dans le tampon de transfert (Tableau XXII) pendant au moins 10

minutes.

Tableau XXI1 : Composition du tampon de transfert

Réactifs Concentration Fournisseur
Tris Base 48,0 mM
Glycine 39,0 mM
Sigma
SDS 1,3 mM
Méthanol 20%
H,O gsp

Les membranes utilisées sont en PVDF (fluorure de polyvinylidéne) de porosité 0,2 pm
(membrane Fluoro Trans® Pall, VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Avant le transfert, les

membranes sont activées selon le protocole résumé dans le tableau XXIII.

Tableau XXII11 : Protocole d’activation des membranes

Solutions Durée d’incubation
Méthanol 30 secondes
H,0 2 minutes
Tampon de transfert 10 minutes

Le transfert est réalisé a I’aide d’un systeme de transfert semi-sec. Le transfert s’effectue a 80

mA par membrane pendant 30 minutes.
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C. Marquage par des anticorps

Apreés le transfert, la membrane est séchée pendant 20 minutes a température ambiante sur un

papier absorbant.

Apres le séchage, la membrane est incubée avec la solution de saturation (lait écrémé 2%,

BSA 0,5% dans du TBST 0,1%) pendant 1h a température ambiante sous agitation lente.

Pour I'immunomarquage, nous avons utilisé un anticorps monoclonal de souris dirigé contre
I’ubiquitine (anticorps PAD1, Santa Cruz Biotechnology, Le Perray en Yvelines, France) dilué
au 1/1000 dans la solution de saturation. Nous avons également semi-quantifié I’expression de
la B-actine comme témoin de dép6t et nous avons utilisé un anticorps monoclonal de lapin
dirigé contre la B-actine (Cell Signaling, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France) dilué au
1/1000.

Les membranes sont incubées une nuit a 4°C avec la solution d’anticorps, sous agitation lente,

dans une boite de type Perfect Western™ (GenHunter Corporation, Nashville, USA).

Le lendemain, les membranes sont lavées 3 fois 10 minutes, sous agitation lente avec du
tampon TBST 0,1%, puis mises en contact avec I’anticorps secondaire. Il s’agit soit d’un
anticorps dirigé contre les 1gG de souris (Cell Signaling, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines,
France), soit d’un anticorps dirigé contre les 1gG de lapin (Cell Signaling, Ozyme, Saint
Quentin en Yvelines, France), dilué a 1/2000 dans la solution de saturation. Ces anticorps sont
conjugués a la peroxydase HRP (Horse Radish Peroxydase). Quel que soit I’anticorps
secondaire utilisé, un anticorps anti-biotine (Cell Signaling, Ozyme, Saint Quentin en
Yvelines, France) dilué au 1/1000 dans la solution de saturation est également ajouté afin de
mettre en évidence les différentes bandes du marqueur de taille. Les membranes sont incubées

pendant 1h a température ambiante puis lavées 3 fois 10 minutes dans du tampon TBST.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL — Matériels et méthodes

D. Révelation

La révélation a été réalisée avec le kit Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate
(Pierce, Perbio Science, Brebieres, France) dont le principe repose sur une réaction de
chimioluminescence. La peroxydase couplée a I’anticorps secondaire est capable d’oxyder le
luminol et aboutit a I’émission de lumiére, impressionnant un film d’autoradiographie (Kodak

BioMax light film, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France).

Les membranes sont séchées, puis mises en contact pendant 5 minutes avec la solution de
révélation (mélange équivolume des deux réactifs fournis dans le kit Super Signal West Pico).
Les membranes sont ensuite enveloppées dans du papier film Saran puis mises en contact
avec le film photographique dans une cassette de type Hypercassette™ (Amersham-
Pharmacia Biotech, Saclay, France). Le temps d’exposition est de I’ordre de 5 minutes. Les
films sont ensuite développés (revélateur Kodak GBX) puis fixés (fixateur Kodak GBX). Les
films photos, une fois fixés, sont scannés et I’intensité des bandes est semi-quantifiée a I’aide
du logiciel ImageJ (NIH Image).

IX. Analyses statistiques
L analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad (version 5.0). Les effets des
traitements ont été comparés a I’aide du test non paramétrique U de Mann et Whitney.

L analyse des courbes de Kaplan-Meier a été realisée a I’aide du Log rank test de Mantel Cox.

Les différences entre les groupes ont été considérées comme significative lorsque p < 0,05.
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Chapitre 7 : Résultats



Chapitre 7 : Résultats

I. Etudes de radiopotentialisation

A. Effets des traitements sur la croissance tumorale

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux propriétés radiosensibilisantes du
bortézomib en administrant les traitements (bortézomib et radiothérapie) sous forme non
fractionnée pour les deux lignées TCG3 et U87. Pour ce faire, nous avons suivis les effets des
différents traitements sur la croissance tumorale. Les traitements ont débuté lorsque les
tumeurs ont atteints un volume de 250 + 50 mm?® et ont été administrés pendant 2 semaines.
Le volume tumoral a été mesuré a I’aide d’un pied a coulisse 3 fois par semaine pendant et
apres le traitement. Le suivi a été effectué jusqu’a ce que les tumeurs atteignent 3 fois leur

volume initial, soit un volume compris entre 600 et 900 mm>.

Afin d’appréhender les conséquences du fractionnement des doses de bortézomib et de
radiothérapie sur les propriétés radiosensibilisantes du bortézomib, une étude similaire a été
conduite en administrant les différents traitements selon le schéma dit "fractionné”. Les
conditions de traitement et de suivi des tumeurs ont été identiques a celles de I’étude des
effets du traitement non fractionné. La figure 22 illustre I’évolution du volume tumoral

médian au cours du temps pour les deux lignées et selon les deux types de fractionnement.
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Effets du traitement non fractionné

Les deux lignées choisies présentent une croissance spontanée relativement proche, avec

atteinte d’un volume médian a 1000 mm? entre J10 et J14.

Le bortézomib administré a raison d’une injection hebdomadaire a la dose de 0,90 mg/kg
pendant 2 semaines ne présente pas d’effet sur I’évolution de la croissance tumorale par
rapport au groupe CTRL pour les deux modéles étudiés. En effet, les tumeurs atteignent un
volume médian de 1000 mm?® & 12 jours et 17 jours aprés I’inclusion pour les lignées TCG3 et

U87 respectivement.

Sous radiothérapie, les deux modéles se comportent de fagon différente en ce qui concerne la
réponse précoce au traitement. La lignée TCG3 présente une augmentation du volume tumoral
médian pendant la durée de traitement (maximum atteint @ 600 mm® & J10), alors que le
volume tumoral de la lignée U87 reste stable pendant la méme période. Ensuite, les deux
modeles présentent une diminution du volume médian. Le minimum est atteint a J40 pour la
lignée TCG3 (volume médian = 220 mm®) et & J25 pour la lignée U87 (volume médian = 120
mm?®). La reprise de la croissance tumorale a lieu & partir de J45 pour la lignée TCG3 et &
partir de J36 pour la lignée U87. Enfin, les tumeurs atteignent un volume médian de 1000

mm? & J60 et & J64 pour les modéles TCG3 et U87, respectivement.

Enfin, nos résultats montrent que le bortézomib permet d’améliorer les effets de la
radiothérapie sur la croissance tumorale pour les deux lignées étudiées. En effet, des
I’initiation du traitement, les courbes représentant les groupes BTZ + RT traduisent une
diminution du volume par rapport aux groupes RT. Pour la lignée TCG3, le volume tumoral
augmente légérement et se stabilise & 400 mm® & J10 puis diminue pour atteindre 150 mm? &
J40 (vs. 220 mm? pour le groupe RT). Pour la lignée U87, le volume tumoral médian diminue
dés I’initiation du traitement et se stabilise entre 75 et 100 mm? & J40. Pour les deux lignées,
la croissance tumorale reprend et le volume tumoral médian revient 200 mm? entre 55 et 60
jours aprés I’inclusion. Enfin, le volume médian de 1000 mm? est atteint & J75 et & J82 pour

les modeles TCG3 et U87, respectivement.
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Effets du traitement fractionné

Les deux modeles étudiés montrent une croissance sans traitement quasi identique : tous deux
présentent une croissance exponentielle et atteignent un volume de 1000 mm?® entre 8 et 10

jours apres I’inclusion.

Nos résultats montrent également que, pour les deux lignées étudiées, le bortézomib ne
permet pas de ralentir la croissance des tumeurs par rapport au groupe CTRL, les courbes
représentant les groupes CTRL et BTZ étant superposées dans les deux cas.

Par ailleurs, la radiothérapie, associée ou non au bortézomib, permet de réduire la croissance
des tumeurs par rapport au groupe CTRL. Pour les deux lignées, I’évolution du volume
médian des tumeurs traitées par radiothérapie (groupes RT et BTZ + RT), peut se découper en
3 phases successives. Dans un premier temps, le volume augmente (jusqu’a J20 pour la lignée
TCGS3 et jusqu’a J15 pour la lignée U87). Cet accroissement est plus important pour la lignée
TCG3 (& J20, le volume médian est compris entre 650 et 700 mm®) que pour la lignée U87 (a
J15, le volume médian est compris entre 500 et 600 mm?®). Puis, le volume des tumeurs
traitées par radiothérapie, quelle que soit la lignée considérée, diminue jusqu’a un plateau
(Vmes = 400 mm® & J40 et J30, respectivement pour les lignées TCG3 et U87). Enfin, le
volume tumoral recommence a croitre de facon exponentielle. Les tumeurs de la lignée TCG3
présentent une sensibilité aux traitements plus importante que celles de la lignée U87 : par
exemple, pour les groupes RT, les tumeurs atteignent le volume de 1000 mm® 55 jours et 45

jours apres I’initiation du traitement pour les lignées TCG3 et U87, respectivement.

Nos résultats montrent enfin que le bortézomib réduit les effets antitumoraux de la
radiothérapie sur la croissance tumorale pour les deux lignées étudiées. Dans les deux cas, la
courbe de volume des tumeurs du groupe BTZ + RT est superposée avec celle des tumeurs du
groupe RT jusqu’a la phase de recroissance finale qui survient plus précocement pour les
tumeurs du groupe BTZ + RT. Par exemple pour la lignée TCG3, le début de la recroissance
intervient a J42 pour le groupe BTZ + RT, alors les tumeurs du groupe RT ne recommencent
a croitre qu’a J48. Des résultats similaires sont retrouvés pour la lignée U87 (début de la
recroissance a J32 et J37 pour les groupes BTZ + RT et RT, respectivement). Les tumeurs
atteignent un volume médian de 1000 mm?® & J50 et & J42 pour les modéles TCG3 et U87

respectivement.
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Comparaion des deux types de fractionnement

En premier lieu, nos résultats montrent que le bortézomib, que le traitement soit fractionné ou

non, ne permet pas ralentir la croissance tumorale pour les deux modeles étudies.

En ce qui concerne la radiothérapie, le fait de fractionner le traitement a raison de 2
Gyljour/fraction provoque une diminution de I’effet antitumoral de la radiothérapie : nous
observons une augmentation initiale du volume tumoral médian pendant le traitement pour les
deux lignées, nettement supérieure a celle observée pour le traitement non fractionné. La
diminution du volume tumoral qui fait suite est beaucoup plus marquée dans le cas du
traitement non fractionné, les tumeurs présentant un volume inférieur ou égal au volume
initial de début de traitement. Pour la lignée TCG3, nos résultats montrent que les deux types
de traitement (fractionné ou non) conduisent a un délai relativement similaire pour atteindre
un volume médian de 1000 mm?® (entre 55 et 60 jours). En revanche, pour la lignée U87, le
fait de fractionner le traitement réduit considérablement le temps nécessaire pour atteindre

1000 mm? (environ 20 jours de moins pour le traitement fractionné).

Pour les groupes de souris recevant I’association BTZ + RT, le fait de fractionner le
traitement réduit considérablement le délai nécessaire pour que les tumeurs atteignent un
volume de 1000 mm®. Pour la lignée TCG3, ce délai passe de 75 jours pour le traitement non
fractionné a 50 jours pour le traitement fractionné (réduction d’un tiers). En ce qui concerne la
lignée U87, les tumeurs recevant le traitement fractionné nécessitent un délai de 42 jours pour
atteindre 1000 mm?, alors que dans le cas du traitement non fractionné, ce délai est preque
doublé, atteignant 82 jours. De facon plus générale, le fractionnement des traitements conduit
a une superposition des courbes représentant les groupes RT et BTZ + RT, alors que les
courbes sont nettement séparées dans le cas du traitement non fractionné, et ce des I’initiation

des traitements.
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B. Effets des traitements sur la survie des souris xénogreffées

1. Courbes de Kaplan-Meier

Les effets des traitements (fractionnés et non fractionnés) ont également été évalués par
I’analyse des courbes de survie de Kaplan-Meier en utilisant le délai de croissance tumorale
comme parameétre de fin d’étude (Figure 23). Le délai de croissance tumorale correspond au

temps mis par les tumeurs pour atteindre 3 fois le volume initial (Vi), soit un volume compris

entre 600 et 900 mm?®,
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Effets du traitement non fractionné

Notre étude montre que le bortézomib seul, administré a la dose de 0,90 mg/kg/semaine
pendant 2 semaines ne permet pas d’améliorer la survie des souris, quelle que soit la lignée
considérée. En effet, les survies médianes sont respectivement de 6,0 jours pour la lignée
TCG3 (vs. 7,0 jours pour le groupe CTRL, p = 0,2878) et de 15,0 jours pour la lignée U87 (vs.
12,0 jours pour le groupe CTRL, p = 0,1878). En revanche, la radiothérapie améliore de facon
trés marquée la survie médiane des animaux : elle atteint 57 jours pour la lignée TCG3 (vs.
CTRL p < 0,0001) et 54 jours pour le modele U87 (vs. CTRL p = 0,0011). Enfin,
I’administration concomitante de bortézomib potentialise I’effet antitumoral de la
radiothérapie. L’association des deux traitements conduit a une médiane de survie identique
pour les deux modeles étudiés. En effet, la survie médiane atteint 72,5 jours pour la lignée
TCG3 (vs. CTRL p < 0,0001) et 73,0 jours pour la lignée U87 (vs. CTRL p = 0,0011). Pour
les deux modeles, la différence par rapport au groupe recevant uniquement la radiothérapie est
significative (p = 0,0075 pour la lignée TCG3 et p = 0,0066 pour la lignee U87).

Effets du traitement fractionné

Nos résultats montrent que, pour les deux lignées étudiées, le bortézomib ne permet pas
d’améliorer la survie des souris porteuses de tumeurs par rapport au groupe CTRL. Pour la
lignée TCG3, la survie médiane est de 5,0 jours pour le groupe CTRL et de 5,5 jours pour le
groupe BTZ. Dans le cas de la ligné U87, la survie médiane est de 7,0 et de 6,0 jours pour les
groupes CTRL et BTZ, respectivement. Il n’y a pas de différence statistiquement significative
entre le groupe CTRL et le groupe BTZ pour les deux lignées (p = 0,2878 pour la lignée
TCG3 et p = 0,9363 pour la lignée U87). Par ailleurs, la radiothérapie, délivrée seule ou en
association avec le bortézomib, augmente significativement la survie des souris par rapport au
groupe CTRL. La survie médiane apres radiothérapie seule atteint 50 jours pour la lignée
TCG3 (vs. CTRL p = 0,0026) et 41 jours pour la lignée U87 (vs. CTRL p = 0,001). Pour les
deux lignées, nos résultats démontrent que I’adjonction de bortézomib ne permet pas
d’améliorer I’efficacité antitumorale de la radiothérapie. Les souris recevant I’association des
deux traitements ont une survie médiane légérement inférieure a celle des animaux traités par
RT seule, méme si la différence entre les groupes RT et BTZ + RT n’atteint pas le seuil de

significativité quelle que soit la lignée considérée (p = 0,352 et p = 0,160 pour les lignées
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TCG3 et U87, respectivement). En effet, pour la lignée TCG3, la survie médiane est de 47
jours pour le groupe BTZ + RT, alors que ce paramétre atteint 50 jours pour le groupe RT. La
lignée UB7 est plus résistante aux traitements : la survie médiane est de 38 jours et de 41 jours

pour les groupes BTZ + RT et RT, respectivement.

Comparaison des deux types de fractionnement

Quel que soit le mode de fractionnement choisi, le bortézomib ne permet pas d’améliorer la
survie des souris porteuses des lignées de gliome malin humain TCG3 et U87. En ce qui
concerne la radiothérapie seule, le fractionnement du traitement diminue légérement la survie
des souris : la survie médiane passe de 57,0 jours a 50,0 jours pour la lignée TCG3 et de 54,0
jours a 41,0 jours pour la lignée U87. En revanche, le fractionnement des traitements pour les
groupes recevant I’association concomitante BTZ + RT conduit a une réduction considérable
de la survie des souris pour les deux modeles de xénogreffes mis en ceuvre. En effet, la survie
médiane passe de 72,5 jours a 47,0 jours pour la lignée TCG3 sous I’effet du fractionnement
des traitements (réduction d’environ un tiers). De méme, pour la lignée U87, la survie

médiane diminue d’environ 50% sous I’effet du fractionnement, passant de 73,0 a 38,0 jours.

2. Délais et retards de croissance tumorale

Pour chaque tumeur, nous avons déterminé le délai de croissance tumorale (DCT en jours) qui
correspond au temps mis par les tumeurs pour atteindre 3 fois le volume initial, puis la
médiane des DCT a été calculée dans chaque groupe de traitement. Le retard de croissance
tumorale (RCT) correspond a la différence de DCT entre les groupes d’animaux traités et le
groupe CTRL. Pour chaque lignée, le ratio de radiopotentialisation (RRP) a été calculé selon

la formule suivante :

RCTgrz+rr
RRP=

RCTgrz + RCTxr
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Le ratio de radiopotentialisation correspond au rapport entre I’effet de I’association BTZ +
RT observé au cours de nos études et la somme théorique des effets du BTZ et de la
radiothérapie administrés individuellement. Les résultats que nous avons obtenus sont

présentés dans le tableau XXIV.

Tableau XXIV : Délais (DCT) et retards de croissance tumorale (RCT) médians pour les lignées
TCG3 et U87. Les résultats sont exprimés en jours et sont calculés a un volume égal a 3 fois le volume initial.

n = nombre de tumeurs par groupe.

Lignée TCG3 Lignée U87
Traitement non Traitement Traitement non Traitement
fractionné fractionné fractionné fractionné
n DCT RCT n DCT RCT n DCT RCT n DCT RCT
CTRL 9 7,0 - 7 50 - 7 12,0 - 13 7,0 -
BTZ 9 6,0 -1,0 8 5,5 0,5 10 15,0 3,0 13 6,0 -1,0
RT 7 570 50,0 4 50,0 45,0 5 54,0 42,0 6 41,0 34,0
BTz 72,5 65,5 10 47,0 42,0 5 73,0 61,0 8 38,0 31,0
RT
RRP 1,34 0,92 1,36 0,94

En ce qui concerne le traitement non fractionné, les ratios de radiopotentialisation
(respectivement 1,34 et 1,36 pour les modéles TCG3 et U87) sont supérieurs a 1,0 et reflétent
la potentialisation de I’effet antitumoral de la radiothérapie par le bortézomib. En revanche,
les résultats en ratio de radiopotentialisation pour le traitement fractionné (respectivement
0,92 et 0,94 pour les lignées TCG3 et U87) traduisent une efficacité antitumorale moindre de
I’association BTZ + RT par rapport a I’effet théorique attendu (correspondant a la somme des

effets de chaque modalité thérapeutique prise isolément).
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Il. Effets cellulaires des traitements

Nous avons cherché a déterminer si la perte du pouvoir radiosensibilisant du bortézomib en
conditions de traitement fractionné était objectivable au niveau cellulaire en termes de
prolifération et d’apoptose. Ces effets ont été évalués aprés la premiére semaine
d’administration, 2h ou 24h apreés la fin des traitements.

A. Effets des traitements sur la prolifération cellulaire

1. Effets des traitements sur I'indice de prolifération

Dans un premier temps, nous nous sommes intéresses a I’effet des traitements sur I’indice de
prolifération. Les cellules en prolifération ont été mises en évidence par détection
immunohistochimique de la protéine Ki-67. Le marquage obtenu avec I’anticorps anti-Ki-67
est net, et il y a tres peu de bruit de fond, ce qui permet un décompte aisé des cellules. Le
signal obtenu est nucléaire, et marque en brun-rouge toutes les cellules présentes dans le cycle

cellulaire (Figure 24).
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Figure 24 : Photographie représentant Ile

marquage nucléaire brun-rouge obtenu apres
détection immunohistochimique de la protéine Ki-
67. Les fleches indiquent des exemples représentatifs de

marquage. Grossissement x 400.

Des photographies représentatives de chaque groupe sont présentées figures 25 et 26.
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Traitement non fractionné
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Figure 25 : Effets des traitements non fractionnés sur le marquage immunohistochimique de
Ki-67. Le noyau des cellules marquées positivement apparait en brun-rouge. Les photographies présentées

sont représentatives de chaque groupe. Grossissement x 200.
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Traitement fractionné

TCG3 us7

Figure 26 : Effets des traitements fractionnés sur le marquage immunohistochimique de
Ki-67. Le noyau des cellules marquées positivement apparait en brun-rouge. Les photographies

présentées sont représentatives de chaque groupe. Grossissement x 200.
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L’indice de prolifération, correspondant au nombre de cellules marquées positivement pour

I’antigéne Ki-67, a été évalue pour 1000 cellules comptées et est exprimé en pourcentage

(Figure 27).
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Figure 27: Impact des traitements sur I’indice de
prolifération moyen. Les résultats sont présentés sous la forme
"moyenne + erreur-standard". n = nombre de tumeurs par groupe, n >

4 pour tous les groupes. * p < 0,05.

De facon générale, nos données montrent que les deux conditions de fractionnement mises en
ceuvre dans notre étude conduisent a des évolutions tres proches de I’indice de prolifération

sous I’effet des traitements par rapport au groupe CTRL, les deux séries d’histogrammes étant
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quasi superposables. Les différences entre les deux modes de fractionnement résident dans

des variations de I’intensité des effets obtenus pour chaque modalité thérapeutique.

Nos résultats montrent que le bortézomib seul permet de réduire la prolifération cellulaire
uniquement lorsqu’il est administré selon le schéma fractionné. En effet, le bortézomib
diminue significativement I’indice de prolifération par rapport au groupe CTRL (passage de
70% a 57% pour la lignée TCG3 et passage de 67% a 55% pour la lignée U87). En ce qui
concerne le traitement par radiothérapie, nos deux lignées se comportent différemment : la
radiothérapie provoque une augmentation significative de I’indice de prolifération pour la
lignée TCG3 que le traitement soit fractionné ou non (par exemple pour le traitement
fractionne, passage de 70% de cellules marquées positivement pour le groupe CTRL a 88%
pour le groupe recevant la radiothérapie). En revanche, la lignée U87 voit son indice de
prolifération diminuer significativement lorsque les tumeurs sont traitées par radiothérapie
fractionnée ou non (passage de 67% pour le groupe CTRL a 40% pour le groupe RT
fractionnée). Enfin, nous constatons que, pour les deux lignées, le traitement par BTZ + RT
(fractionné ou non) induit un effet inverse a celui de la radiothérapie seule, la différence entre
les groupes RT et BTZ + RT atteignant le seuil de significativité statistique dans trois des
quatre conditions de traitement étudiées. Par exemple, pour les tumeurs TCG3 recevant le
traitement sous forme fractionnée, I’indice de prolifération passe de 88% pour le groupe RT a
79% pour le groupe BTZ + RT. Pour la lignée U87 dans les mémes conditions, I’indice de
prolifération augmente d’un tiers entre les groupes RT et BTZ + RT (passage de 40% pour le
groupe RT a 60% pour le groupe BTZ + RT).
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2. Effets des traitements sur la distribution dans le cycle cellulaire et la

prolifération

a. Distribution dans le cycle cellulaire

Afin de confirmer et d’affiner les résultats obtenus pour I’indice de prolifération calculé avec
le marquage immunohistochimique de la protéine Ki-67, nous avons, dans un second temps,
déterminé la distribution des cellules dans le cycle cellulaire apres détection en cytometrie en
flux de I"iodure de propidium incorporé dans I’ADN. Les résultats que nous avons obtenus

sont présentés dans le tableau XXV.

Tableau XXV : Impact des traitements sur la distribution dans le cycle cellulaire. Les résultats
sont présentés sous la forme de pourcentages moyens. n = nombre de tumeurs par groupe, n > 4 pour tous les
groupes. * p < 0,05 par rapport au groupe CTRL.

Traitement non fractionné Traitement fractionné

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M

CTRL 64,9 22,0 13,1 68,5 23,4 8,2

TCG3 BTZ 68,2 23,5 8,3 66,7 25,0 8,3
RT 27,1* 32,0* 40,9* 55,1* 21,7 23,3*
BTZ + RT 52,7 27,6 19,8 30,3* 31,2* 38,6*

CTRL 76,0 13,9 10,1 77,5 17,5 5,3

us7 BTZ 74,2 17,9 79 72,4 231 4,5
RT 79,6 17,3 3,2* 79,0 13,8 7,3*
BTZ + RT 66,7 17,9 15,4* 65,1 20,0 15,0*

Nos résultats montrent que le bortézomib, quels que soient la lignée et le mode de
fractionnement considérés, ne modifie pas la distribution des cellules dans le cycle cellulaire
par rapport au groupe CTRL. Nos deux lignées se comportent differemment sous I’effet de la
radiothérapie, et pour la lignée U87, les arréts provoqués different en fonction du

fractionnement du traitement.

Distribution dans le cycle cellulaire pour la lignée TCG3
Dans le cas du traitement non fractionné, la radiothérapie induit un effet massif sur la
distribution dans le cycle cellulaire : nos résultats montrent que le pourcentage de cellules

présentes dans chaque phase est significativement différent de ce qui est observé pour le
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groupe CTRL. Nos données traduisent un arrét massif des cellules en phase G2/M (passage de
13,1% pour le groupe CTRL a 40,9%) accompagné d’une augmentation importante des
cellules en phase S (passant de 22 a 32%) et d’une diminution du pourcentage de cellules en
phase GO/G1 (passage de 64,9 & 27,1%). De facon surprenante, les tumeurs du groupe BTZ +
RT présentent une distribution dans le cycle cellulaire relativement proche de celle des
tumeurs non traitées du groupe CTRL. Ces données ne signifient pas nécessairement que
I’association BTZ + RT est sans effet sur la distribution dans le cycle cellulaire : les arréts

peuvent étre plus précoces ou plus tardifs.

Le fractionnement de la radiothérapie provoque également un arrét des cellules en phase
G2/M mais cet arrét est beaucoup moins important que dans le cas du traitement non
fractionné. Par exemple, le pourcentage de cellules en phase G2/M atteint seulement 23,3%
(vs. 40,9% pour le traitement non fractionné). En revanche, I’association BTZ + RT induit un
arrét massif du cycle cellulaire en phase G2/M (passage de 8,2% pour le groupe CTRL a
38,6%), qui s’accompagne d’une augmentation du pourcentage de cellules en phase S
(passage de 23,4 a 31,2%) et une réduction du pourcentage de cellules en phase G0/G1
(passage de 68,5 a 30,3%).

Distribution dans le cycle cellulaire pour la lignée U87

De fagon générale, les effets des différents traitements sur la distribution dans le cycle
cellulaire sont beaucoup moins marqués que pour la lignée TCG3. Dans le cas du traitement
non fractionne, la radiothérapie provoque un arrét des cellules en phase GO/G1 (passage de
76,0% pour le groupe CTRL a 79,6%), qui se traduit par une diminution du pourcentage de
cellules en phase G2/M (passage de 10,1 a 3,2%). Le pourcentage de cellules en phase S
augmente de 13,9 % pour le groupe CTRL a 17,3% pour le groupe RT. Lors de I’association
concomitante BTZ + RT, les tumeurs présentent un arrét en phase G2/M (passage de 10,1%
pour le groupe CTRL a 15,4%). En parallele, le pourcentage de cellules en phase GO/G1
diminue de 76,0% pour le groupe CTRL a 66,7%.

Pour le traitement fractionng, la radiothérapie induit un arrét du cycle cellulaire en phase
G2/M (passage de 5,3% pour le groupe CTRL a 7,3%). Il est également possible que les
tumeurs radiothérapées présentent un arrét en phase GO/G1 (passage de 77,5% pour le groupe
CTRL a 79%). L ensemble de ces deux arréts conduisent a une réduction du pourcentage de
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cellules en phase S par rapport au groupe CTRL (passage de 17,5 a 13,8%). Dans tous les cas,
les variations, méme si elles atteignent le seuil de significativité statistique par rapport au
groupe CTRL pour certains traitements, restent de faible intensité et ne traduisent pas
forcément une réalité biologique. Dans le cas du traitement par BTZ + RT, nos résultats
montrent un arrét plus marqué en phase G2/M, le pourcentage de cellules dans cette phase
passe de 5,3% pour le groupe CTRL a 15,0% pour les tumeurs recevant I’association. Ceci
s’accompagne d’une diminution du pourcentage de cellules en phase GO/G1 (passage de
77,5% pour le groupe CTRL a 65,1%). Le pourcentage de cellules en phase S reste constant
par rapport au groupe CTRL (17,5% pour le groupe CTRL vs. 20,0% pour le groupe BTZ +
RT).

b. Calcul de I’indice de prolifération

L’analyse du cycle cellulaire nous permet de mettre en évidence les proportions des
différentes populations de cellules en fonction de la phase du cycle cellulaire dans lesquelles
elles se trouvent (phase GO/G1, phase S, et phase G2/M). A partir de ces pourcentages, il est
possible de calculer un indice de prolifération pour chaque type de traitement L’indice de
prolifération est obtenu en additionnant les pourcentages de cellules présentes en phase S et
en phase G2/M (Figure 28).
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Figure 28: Effet des traitements sur I’indice de
prolifération calculé a partir de la distribution dans le
cycle cellulaire. Les résultats correspondent a la somme des
pourcentages moyens de cellules en phases S et G2/M,
déterminés par cytométrie en flux apres incorporation d’iodure

de propidium.

Lignée TCG3
Les résultats présentés figure 28 sont corrélés avec la réponse antitumorale globale pour la
lignée TCG3 et illustrent la perte de I’effet radiosensibilisant du bortézomib en condition de

traitement fractionné. Nos données montrent que le bortézomib administré seul n’induit pas
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de variation massive de I’indice de prolifération par rapport au groupe CTRL. En revanche, de
facon cohérente avec le marquage immunohistochimique en Ki-67, la radiothérapie
(fractionnée ou non) provoque une augmentation de I’indice de prolifération par rapport au
groupe CTRL (passage de 35,3% pour le groupe CTRL a 72,9% pour le groupe RT pour le
traitement non fractionné). Dans le cas du traitement non fractionné, I’association
concomitante du bortézomib conduit a une diminution de I’indice de prolifération radio-induit
(47,3% vs. 72,9%). En revanche, lorsque le traitement est fractionné, le groupe BTZ + RT
présente un indice de prolifération nettement supérieur a celui induit par la radiothérapie seule
(68,7% vs. 44,9%).

Lignée U87

L’étude de I’indice de prolifération calculé a partir de la distribution dans le cycle cellulaire
ne permet pas de discriminer I’impact du fractionnement pour la lignée U87. En effet, les
variations de I’indice de prolifération sont identiques que le traitement soit fractionné ou non.
Dans les deux cas, le bortézomib induit une augmentation de I’indice de prolifération par
rapport au groupe CTRL (passage de 24,0% pour le groupe CTRL a 35,8% pour le groupe
BTZ dans le cas du traitement non fractionné). Par ailleurs, que la radiothérapie soit
fractionnée ou non, nos résultats montrent une diminution Iégere de I’indice de prolifération
par rapport au groupe CTRL (pour le traitement non fractionné, passage de 24,0% pour le
groupe CTRL a 20,5% pour le groupe RT). L’adjonction concomitante de bortézomib conduit
a une augmentation de I’indice de prolifération radio-induit pour les deux modes de
fractionnement (par exemple, passage de 20,5% pour le groupe RT a 33,3% pour le groupe
BTZ + RT).
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B. Effets des traitements sur I'indice apoptotique

Le bortézomib, comme les autres inhibiteurs de protéasome, est décrit comme un inducteur
d’apoptose. En revanche, la radiothérapie ne provoque pas d’apoptose de facon massive. La
potentialisation de cette apoptose radio-induite par une molécule sensibilisante peut présenter
un intérét afin d’améliorer la réponse thérapeutique. En outre, Russo, et coll. ont montré que
I’association concomitante du bortézomib et de la radiothérapie provoquait une augmentation

du pourcentage de cellules apoptotiques dans les tumeurs traitées (203).

Nous avons donc cherché a évaluer les effets des traitements sur I’apoptose et a déterminer si
les variations I’apoptose radio-induite permettent d’expliquer la perte du pouvoir
radiosensibilisant du bortézomib en conditions fractionnées. Nous avons évalué I’indice
apoptotique des tumeurs par détection immunohistochimique de la caspase-3 clivée,
déterminé 24h apres I’administration de la radiothérapie. Le signal obtenu est cytoplasmique

et colore en brun-rouge les cellules en apoptose (Figure 29).

Figure 29: Photographie représentant le

marqguage cytoplasmique brun-rouge obtenu aprés
détection immunohistochimique de la caspase-3
clivée. La fleche indique un exemple représentatif de

marquage. Grossissement x 400.

Des photographies représentatives de chaque groupe sont présentées figures 30 et 31.
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CTRL

BTZ
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BTZ +RT

Figure 30: Effets des traitements non fractionnés sur le marquage
immunohistochimique de la caspase-3 clivée. Le cytoplasme des cellules marquées positivement
apparait en brun-rouge. Les photographies présentées sont représentatives de chaque groupe.

Grossissement x 200.
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Traitement fractionné
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Figure 31 : Effets des traitements fractionnés sur le marquage immunohistochimique de la
caspase-3 clivée. Le cytoplasme des cellules marquées positivement apparait en brun-rouge. Les

photographies présentées sont représentatives de chaque groupe. Grossissement x 200.
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Pour chaque tumeur, I’indice apoptotique a été déterminé en comptant le nombre de cellules
marquees pour 1000 cellules comptées, a I’exclusion des zones de nécrose, comme cela a été

préalablement décrit par notre groupe (277). La figure 32 présente les résultats que nous
avons obtenus.
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Figure 32: Impact des traitements sur I’indice apoptotique
moyen. Les résultats sont présentés sous la forme "moyenne + erreur-

standard". n = nombre de tumeurs par groupe, n > 4 pour tous les groupes.
*p <0,05.

De facon globale, les deux modeles utilisés présentent un indice apoptotique sans traitement
trés faible, inférieur ou égal a 2% de I’ensemble des cellules tumorales.
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Effet du traitement non fractionné

Nos résultats montrent que, quels que soit le traitement administré et la lignée considérée, il
n’y a pas de variation de I’indice apoptotique moyen a 24h dans les conditions de traitement
non fractionné. Pour les deux lignées, le traitement par I’association BTZ + RT provoque une
augmentation de I’indice apoptotique par rapport au groupe CTRL (passage de 1,3% a 2,2%
pour la lignée TCG3 et de 2,1% a 3,5% pour la lignée U87), méme si la différence entre le
groupes BTZ + RT et CTRL n’atteint pas le seuil de significativité statistique.

Effet du traitement fractionné

Pour les deux lignées étudiées, nos résultats montrent que le bortézomib administré seul ne
modifie pas I’indice apoptotique (1,3% vs. 1,3% pour la lignée TCG3 et 1,8% vs. 1,8% pour
la lignée U87). A I’inverse, la radiothérapie induit une augmentation significative de I’indice
apoptotique par rapport a celui des tumeurs CTRL : I’indice apoptotique est de 6,9% et de
4,2% pour les lignees TCG3 et U87, ce qui correspond respectivement a la multiplication par
5,3 et par 2,5 de I’indice apoptotique du groupe CTRL. Nos données montrent également que
I’administration concomitante de bortézomib a la radiothérapie diminue I’indice apoptotique
par rapport au groupe recevant uniquement la radiothérapie (indice apoptotique a 3,4% et
2,5% pour les lignées TCG3 et U87, respectivement). Cette diminution est méme significative

dans le cas de la lignée TCG3.
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lll. Effets des traitements sur I'activité chymotrypsine-like du protéasome

A. Effets du bortézomib sur I’activité chymotrypsine-like du protéasome

1. Etude d'’injections uniques

a. Effets du bortézomib sur I’activité chymotrypsine-like du protéasome

Nous avons cherché a évaluer I’effet du bortézomib sur sa cible, & savoir I’activité
chymotrypsine-like du protéasome au niveau tumoral en administrant des doses uniques et
croissantes de bortézomib a des souris porteuses de tumeurs TCG3 et U87. Au cours de cette
étude, nous avons testé trois doses de bortézomib (0,25 - 0,45 - 0,90 mg/kg) et I’activité

chymotrypsine-like du protéasome a été évalué 2h et 24h apres I’injection (Figure 33).
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Figure 33 : Effet du bortézomib en injection
unique sur I’activité chymotrypsine-like médiane
du protéasome au niveau tumoral. n = nombre de
tumeurs par groupe n > 4 pour tous les groupes. * p < 0,05.
Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au
groupe CTRL.

Pour les deux lignées étudiées, nos résultats montrent que le bortézomib permet d’obtenir une
inhibition dose-dépendante de I’activité chymotrypsine-like du protéasome au niveau tumoral.
Dans les deux cas, la dose de 0,25 mg/kg n’a aucun effet sur I’activité du protéasome. Pour la
lignée TCG3, la différence entre les groupes traités et le groupe CTRL n’atteint pas le seuil de
significativité statistique, quelle que soit la dose de bortézomib considérée. 1l est probable que
la grande variabilité intra-groupe observée soit responsable de cette absence de différence
statistique. Pour la lignée U87, I’activité chymotrypsine-like du protéasome est
significativement réduite 24 heures apres une injection de bortézomib a la dose de 0,45 ou
0,90 mg/kg. Pour nos deux lignées, nos résultats montrent que le bortézomib, méme
administré a la dose de 0,90 mg/kg, permet de réduire I’activité basale du protéasome

d’environ 30%.
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b. Effets du bortézomib sur I’expression des protéines ubiquitinylées

Nous avons cherché dans un second temps a évaluer si les effets du bortézomib sur I’activité
chymotrypsine-like du protéasome se répercutaient sur I’expression des protéines
ubiquitinylées. Pour cela, nous avons utilisé une approche par western blot en utilisant un
anticorps monoclonal dirigé contre I’ubiquitine humaine. Nous avons évalué les effets du
BTZ sur I’expression des protéines ubiquitinylées a la dose la plus élevée de bortézomib, soit
0,90 mg/kg (Figure 34).

Lignée TCG3 Lignée U87

CTRL | BTZ CTRL : BTZ

Figure 34 : Effet du bortézomib (0,90 mg/kg x 1) sur I’expression des
protéines ubiquitinylées 24h aprés I’injection de BTZ. Le poids

moléculaire (en kDa) est indiqué a gauche des gels

Apres numérisation des films photographiques, nous avons effectués une semi-quantification
des "traces" obtenues a I’aide du logiciel ImageJ (NIH Image). La figure 35 présente les

résultats obtenus.
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Figure 35 : Expression des protéines ubiquitinylées 24h apreés une injection
iv de BTZ a 0,90 mg/kg. L’intensité de la "trace” correspondant aux protéines
ubiquitinylées a été rapportée a I’intensité de la bande de B-actine grace au logiciel

ImageJ. UA : Unités Arbitraires

Pour les deux lignées étudiées, nos résultats montrent une augmentation de I’expression des
protéines ubiquitinylées lorsque les tumeurs sont traitées par une injection de bortézomib a
0,90 mg/kg. Ces données sont cohérentes avec celles obtenues lors de I’évaluation de
I’activité chymotrypsine-like du protéasome qui montraient une réduction des capacités de

protéolyse du protéasome pour une dose de 0,90 mg/kg.

2. Etude d'injections réitérées

a. Effets du bortézomib sur I’activité chymotrypsine-like du protéasome
Nous avons ensuite étudié les effets du bortézomib administré en injections réitérées selon le
schéma suivant : 0,45 mg/kg x 2/semaine (injections iv a JO et J3 correspondant au schéma
utilise dans I’étude d’efficacité antitumorale). La figure 36 présente les résultats que nous

avons obtenus 24 h apres la derniere injection pour ce type de traitement (I’effet d’une

injection unique a 0,90 mg/kg est donné comme controle).
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Figure 36 : Effets du fractionnement de la dose de bortézomib sur I’activité

chymotrypsine-like médiane du protéasome. n = nombre de tumeurs par groupe n > 4
pour tous les groupes. * p < 0,05. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au
groupe CTRL.

Pour les deux lignées étudiées, nos résultats montrent que le fractionnement d’une dose de
0,90 mg/kg en 2 injections a 0,45 mg/kg, administrés selon notre schéma therapeutique,
provoque une augmentation de I’activité chymotrypsine-like du protéasome (entre 30 et 40%
de I’activité basale des tumeurs CTRL). Cette augmentation d’activité est significative non
seulement par rapport au groupe CTRL mais aussi par rapport aux tumeurs recevant une seule

injection a 0,90 mg/kg.

b. Effets du bortézomib sur I’expression des protéines ubiquitinylées

Nous avons ensuite évalué I’expression des protéines ubiqtinylées par western blot pour les
groupes CTRL et BTZ (0,45 mg/kg x 2) (Figure 37).
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Figure 37 : Effet du bortézomib (0,45 mg/kg x 2) sur I’expression des

protéines ubiquitinylées. Le poids moléculaire (en kDa) est indiqué a gauche des gels.

A I’aide du logiciel Imagel, nous avons semi-quantifié I’expression des protéines

ubiquitinylées apres numérisation des films autoradiographiques (Figure 38).
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Figure 38 : Expression des protéines ubiquitinylées 24h
apreés deux injections iv de BTZ a 0,45 mg/kg. L’intensité de la
"trace" correspondant aux protéines ubiquitinylées a été rapportée a
I’intensité de la bande de B-actine. UA : Unités Arbitraires

Nos résultats montrent que, pour les deux lignées étudiées, I’administration du bortézomib

by

selon le schéma fractionné conduit & une diminution de I’expression des protéines
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ubiquitinylées. Ces résultats sont cohérents avec les données obtenues en mesurant I’activité

chymotrypsine-like du protéasome.

B. Effets de la radiothérapie, associée ou non au bortézomib, sur I'activité

chymotrypsine-like du protéasome

1. Effets de la radiothérapie sur I'activité chymotrypsine-like du protéasome

Le protéasome n’est pas considéré comme une cible "classique™ des radiations ionisantes.
Quelques études dans la littérature rapportent toutefois les effets de la radiothérapie sur
I’activité du proteasome. C’est I’équipe de Pajonk, et coll. qui a publié le travail le plus abouti
sur ce sujet (79, 280, 281). Nous avons donc evalué I’effet de la radiothérapie sur I’activité
chymotrypsine-like du protéasome sur nos deux modeéles selon les deux modes d’irradiation
choisi (Figure 39).
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Figure 39 : Effets de la radiothérapie fractionnée ou non sur
I’activité chymotrypsine-like médiane du protéasome. n =
nombre de tumeurs par groupe n > 4 pour tous les groupes. * p < 0,05.

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au groupe CTRL.
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Nos résultats montrent que les deux lignées se comportent difféeremment en termes d’activité
chymotrypsine-like du protéasome sous I’effet de la radiothérapie. De facon générale, la
radiothérapie se traduit soit par une stabilité, soit par une augmentation de I’activité du
protéasome. Dans le cas de la lignée TCG3, I’activite chymotrypsine-like du protéasome est
uniquement augmentée au temps 24h apres une fraction de 10 Gy. Pour les autres conditions
de traitement évaluées, I’activité du protéasome n’est pas significativement différente de celle
du groupe CTRL. Les effets les plus marqués de nos expérimentations concernent la lignée
U87 recevant 5 fractions consécutives de 2 Gy. Dans ce cas, nous observons une
augmentation significative de I’activité chymotrypsine-like du protéasome 2h et 24h apres la
derniére fraction d’irradiation, I’activité étant presque doublée au temps 24h. Le traitement
non fractionné induit également une augmentation de I’activité mais I’intensité des effets est

nettement moins importante et le seuil de significativité statistique n’est pas atteint.

2. Effets du bortézomib sur I'activité chymotrypsine-like du protéasome radio-

induite

Nous avons ensuite cherche a déterminer si le bortézomib était capable d’atteindre sa cible sur

des tumeurs radiothérapeées, c’est-a-dire si le bortézomib était susceptible de réduire I’activité

chymotrypsine-like du protéasome radio-induite (Figure 40).

162



200+

150+

100+

(% CTRL)

50

CTRLRT BTZ+RT CTRLRT BTZ+RT CTRLRT BTZ+RT CTRLRT BTZ+RT

Activité chymotrypsine-like du protéasome

TCG3 us7 TCG3 us7

Traitement non fractionné Traitement fractionné

Figure 40: Effets du bortézomib sur I’activité chymotrypsine-like
médiane du protéasome radio-induite 2h aprés la derniére fraction

d’irradiation. n = nombre de tumeurs par groupe n > 4 pour tous les groupes. * vs.
CTRL p <0,05; # vs. RT p < 0,05. Les résultats sont exprimés en pourcentage par
rapport au groupe CTRL.

Nos résultats montrent que quels que soient la lignée ou le mode de fractionnement
considérés, le bortézomib administré de fagon concomitante a la radiothérapie atteint sa cible
et provoque une diminution significative de I’activité chymotrypsine-like du protéasome par
rapport au groupe RT seule. Cet effet est important puisque I’activité du protéasome est
réduite a environ 50% de I’activité du groupe CTRL dans 3 cas sur 4. Ainsi, pour la lignée
TCG3 recevant le schéma de traitement fractionne, I’activité chymotrypsine-like du

protéasome passe de 89% du CTRL pour le groupe RT a 45% pour le groupe BTZ + RT.
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IV. Effets des traitements sur I'activation du facteur de transcription NF-kB

L’objectif de nos travaux est d’étudier les propriétés radiosensibilisantes du bortézomib sur
deux modeles de gliome malin humain. D’apres les données de la littérature, le facteur de
transcription NF-xB est une des cibles responsables des phénomeénes de radiosensibilisation
par les inhibiteurs de protéasome (203, 255, 259). En outre, I’activation de NF-«xB est sous la
dépendance directe du protéasome via la dégradation de IxB. Nous avons donc décidé
d’étudier I’expression des formes actives de p65 et de p50 sous I’effet de nos différents
traitements. Pour cela nous avons utilisé deux kits commercialisés par Active Motif
permettant de quantifier I’expression des formes actives de p65 et de p50, c’est-a-dire des
formes capables de se fixer a I’ADN. Afin de verifier I’activité transcriptionnelle des
complexes NF-kB contenant p65 et p50, nous avons ensuite étudié I’expression des transcrits
des génes cibles de NF-kB par RT-PCR quantitative (TNFa. et IL-6).

A. Expression basale des sous-unités p65 et p50 de NF-«xB
Dans un premier temps, nous avons étudié I’état d’activation des sous-unités p65 et p50 du

facteur de transcription NF-xB dans les deux modéles de xénogreffes utilisés par rapport a du

tissu cérébral humain sain (Figure 41).
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Figure 41 : Expression moyenne de p65 et de p50 sous forme active a
I’état basal : comparaison du cerveau humain sain a 2 modeles de
gliome malin humain xénogreffés. n = nombre d’organe par groupe ;
Cerveau humainsainn=2; TCG3n=11; U87 n =10.

Nos résultats montrent que les deux sous-unités de NF-kB sont nettement plus exprimées dans
les deux modéles TCG3 et U87, comparativement au cerveau sain normal. Nos lignées

présentent des niveaux d’expression comparable pour chacune des deux sous-unités.

B. Effets de la radiothérapie fractionné ou non sur I’activation de NF-«xB

Nous avons ensuite exploré les conséquences de la radiothérapie fractionnée ou non sur I’état
d’activation de NF-xB. Les animaux ont eté sacrifiés 2h ou 24h aprés la derniére irradiation et
les tumeurs ont été immédiatement congelées a -80°C.

1. Expression des formes actives de p65 et p50

Les effets de la radiothérapie sur I’expression des formes actives de p65 et de p50 pour les

deux modeéles de gliome étudiés sont présentés figure 42.
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Figure 42: Effets de la radiothérapie sur I’expression des
formes actives de p65 (A) et p50 (B). Les résultats sont présentés
sous forme de pourcentage d’expression moyenne ( + erreur standard) par
rapport au groupe CTRL. n = nombre de tumeurs par groupe n > 4 pour

tous les groupes. * p < 0,05.

Expression de p65
Nos résultats montrent que la réponse a la radiothérapie en termes d’expression de p65 sous

forme active différe pour les deux modeéles de xénogreffes étudiés. Pour la lignée TCG3, nos
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résultats montrent que la radiothérapie administrée a raison de 1 fraction de 10 Gy induit une
augmentation significative de I’expression de la forme active de p65 au temps 2h
(augmentation a 135% par apport au groupe CTRL) avant de revenir a son taux d’expression
basal a 24h. De plus la radiothérapie fractionnée induit une augmentation significative de
I’expression de p65 sous forme active par rapport au groupe CTRL. Cette augmentation est
présente aussi bien 2h que 24h aprés la derniére fraction d’irradiation (augmentations
respectives a 170% et 250% du taux d’expression de p65 sous forme active par rapport au
groupe CTRL). Pour la lignée U87, la radiothérapie ne provoque que des modifications non

significatives de I’expression de p65 sous forme active par rapport aux tumeurs non traitées.

Expression de p50

En ce qui concerne I’expression de la forme active de p50, nos résultats montrent que les deux
modeles se comportent également de fagcon différente. En effet, pour la lignée TCG3, la
radiothérapie provoque une augmentation de I’expression de p50. Cette augmentation est
transitoire dans le cas du traitement non fractionné et est mise en évidence uniquement au
temps 2h (119% par rapport au groupe CTRL). En revanche, I’augmentation de I’expression
de la forme active de p50 est plus stable en condition de traitement fractionné (augmentations
significatives a 141% et a 176% du niveau d’expression de p50 sous forme active a 2h et 24h
par rapport au groupe CTRL). Dans le cas de la lignée U87, la radiothérapie induit des
réponses trés variables en ce qui concerne I’expression de la forme active de p50. Méme si
nos expérimentations ne mettent en évidence aucune variation significative de cette
expression par rapport au groupe CTRL, la réponse générale apres radiothérapie dans cette

lignée montre plut6t une tendance a I’augmentation de I’expression de p50.

Bilan des effets de la radiothérapie sur I’activation de NF-xB

Pour la lignée TCG3, I’ensemble de nos données, montrant des augmentations paralléles de
p65 et de p50, suggere la formation de complexes NF-kB p65-p50 sous I’effet de la
radiothérapie. Il semble en outre que cette réponse soit plus intense lorsque le traitement est
fractionné selon un schéma “clinique”. En revanche, la lignée U87 présente des réponses
beaucoup plus discrétes et il semble que la radiothérapie, fractionnée ou non, n’induise pas de

variations majeures de I’activation de NF-«B.
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2. Effets de la radiothérapie sur I'expression des génes cibles de NF-xB
(lignée TCG3)

En raison d’un nombre insuffisant d’échantillons, seule une étude pilote de RT-PCR
quantitative a été réalisée sur la lignée U87 et n’a pas montré pas de variation significative de
I’expression des geénes cibles de NF-xkB, en cohérence avec les résultats obtenus pour
I’expression des formes actives de p65 et p50. Afin de vérifier que les complexes NF-kB mis
en évidence pour la lignée TCG3 sous radiothérapie sont transcriptionnellement actifs, nous
avons étudié I’expression des genes codant pour le TNFa et I’'IL-6 par RT-PCR quantitative
(Figure 43).
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Figure 43 : Effet de la radiothérapie sur I’expression
mediane des génes codant pour le TNFa (A) et I’IL-6
(B). Les résultats sont normalisés par rapport a I’expression du
géne de la B-actine. n = nombre de tumeurs par groupe n > 4
pour tous les groupes ; UA = Unités Arbitraires. * p < 0,05 par

rapport au groupe CTRL.

Sous I’effet de la radiothérapie non fractionnée, nos résultats montrent que I’expression des
genes cibles de NF-xB ne varie pas significativement par rapport au groupe CTRL, que

I’analyse soit effectuée 2h ou 24h aprés I’administration de la radiothérapie.
Nos résultats montrent également que I’expression des génes cibles de NF-xB augmente
significativement sous I’effet de la radiothérapie fractionnée aussi bien 2h que 24h apres la

derniére fraction d’irradiation. Pour le géne codant pour le TNFa, ces augmentations sont
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respectivement de 15 et 9 fois I’expression des genes des tumeurs CTRL. Pour le géne codant
pour I’IL-6, la radiothérapie provoque une augmentation de I’expression jusqu’a 42 fois celle
des tumeurs CTRL.

C. Effets de I'association concomitante BTZ + RT sur I'activation de NF-xB

Le protéasome étant responsable de la dégradation de IxB, et donc de I’activation de NF-«xB,
nous avons étudié I'impact de I’administration concomitante bortézomib-radiothérapie sur
I’activation de NF-xB, a la fois en évaluant les expressions de p65 et de p50 sous forme

active et en quantifiant I’expression des génes codant pour le TNFa et I’IL-6.

1. Expression des formes actives de p65 et p50

La figure 44 présente I’effet de I’association BTZ + RT sur I’expression de p65 et de p50 sous

forme active pour les deux lignées étudiées.
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Lignée TCG3

En ce qui concerne le traitement non fractionné, nos résultats montrent que
I’administration concomitante BTZ + RT ne se traduit par aucune variation significative de
I’expression de la forme active de p65, par rapport a la fois au groupe CTRL et au groupe RT.
En revanche, I’expression de la forme active de la sous-unité p50 augmente de facon
significative apres I’association BTZ + RT, aussi bien 2h que 24h apres I’irradiation
(augmentations respectives a 183% et a 226%). Cette augmentation est également
significative par rapport au groupe RT : pour le groupe BTZ + RT, I’expression de la forme
active de p50 est multipliée par 1,53 a 2h et par 2,35 a 24h par rapport au groupe recevant la
radiothérapie seule.

Dans le cas du traitement fractionne, I’expression de la forme active de p65 est augmentée
significativement 2h et 24h apreés la derniere fraction d’irradiation pour le groupe BTZ + RT
(augmentations respectives a 182% et a 211%). Toutefois, cette augmentation n’est pas
significative par rapport au groupe RT seule. De plus, I’association concomitante bortézomib-
radiothérapie provogue une augmentation massive de I’expression de p50 sous forme active
(entre 300% et 400% de I’expression des tumeurs du groupe CTRL). Ceci représente une
augmentation significative par rapport au groupe traité par RT seule : pour le groupe BTZ +
RT, I’expression de la forme active de p50 est multipliée par 2,70 a 2h et par 1,95 a 24h par
rapport au groupe RT.

Lignée U87

Dans le cas du traitement non fractionné, nos résultats montrent que la radiothérapie ne
provoque aucune variation de I’expression de la forme active de p65 par rapport au groupe
CTRL. En revanche, I’association BTZ + RT diminue d’environ 40% I’expression de p50
sous forme active par rapport au groupe CTRL. Cette réduction est également significative

par rapport au groupe recevant la radiothérapie seule.
Nos données montrent que le traitement fractionné ne provoque aucune modification de

I’expression des formes actives des sous-unités p65 et p50 par rapport au groupe CTRL, que

I’analyse soit réalisée 2h ou 24h aprés la derniére irradiation.
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Bilan des effets de I’association BTZ + RT sur I’activation de NF-xB

De facon générale, nos données montrent que I’expression de la forme active de la sous-unité
p65 ne varie que faiblement sous I’effet des traitements administrés, comparativement a la
sous-unité p50 dont I’expression semble beaucoup plus inductible. En outre, nos deux lignées
se comportent différemment sous I’effet des traitements : si les tumeurs de la lignée TCG3
présentent des variations importantes de I’expression des deux sous-unités constitutives de
NF-kB, la lignée U87 se caractérise par une quasi absence d’effets significatifs. En ce qui
concerne la lignée TCG3, nos résultats mettent en évidence une augmentation significative de
I’expression de la sous-unité p50 par rapport au groupe RT seule, que le traitement soit
fractionné ou non. Cette augmentation est beaucoup plus importante dans le cas du traitement

fractionné.

2. Effets du bortézomib sur I'expression radio-induite des génes cibles de NF-
kB (lignée TCG3)

Nous avons ensuite verifié I’activité transcriptionnelle de NF-xB pour la lignée TCG3 en
quantifiant par RT-PCR en temps réel I’expression des genes codant pour I’IL-6 et le TNFa
(Figure 45). En ce qui concerne la lignée U87, la encore seules des études pilotes ont été
réalisées et les résultats obtenus n’ont pas montré de différence significative entre le groupe

CTRL et le groupe recevant I’association BTZ + RT.
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Figure 45 : Effet de la radiothérapie sur I’expression médiane des
génes codant pour le TNFe (A) et I’IL-6 (B). Les résultats sont
normalisés par rapport a I’expression du gene de la B-actine. n = nombre de

tumeurs par groupe n > 4 pour tous les groupes ; UA = Unités Arbitraires.

Nos données montrent que, quels que soit le mode de fractionnement ou le temps d’analyse
considerés, I’association BTZ + RT n’induit aucune variation significative de I’expression des
genes cibles de NF-xB par rapport au temps Oh. Pour le traitement non fractionné, la

transcription des genes codant pour le TNFa et de I’IL-6 n’est pas modifiée, que les tumeurs
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soient traitées par radiothérapie seule ou associée au bortézomib. En outre, dans le cas du
traitement fractionné, les résultats obtenus dans le groupe BTZ + RT contrastent avec les
effets observés aprés radiothérapie seule. En effet, aprés radiothérapie seule, nos données
montrent une augmentation massive de la transcription des genes codant pour le TNFa et I’IL-
6 par rapport au groupe CTRL. Il semble que I’administration concomitante de bortézomib

abolisse la transcription radio-induite des génes cibles de NF-«B.
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V. Bilan de I'’ensemble des résultats

L’ensemble des résultats que nous avons obtenus au cours de cette étude est récapitulé dans le
tableau XXVI.
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Chapitre 8 : Discussion



Chapitre 8 : Discussion

|. Choix du modéle et des conditions de traitement

Pour des raisons de codts et de simplicité, la majorité des études précliniques visant a évaluer
I’efficacité antitumorale d’une molécule sont réalisées in vitro sur des cultures de cellules
tumorales. En dépit de I’importance scientifique des informations ainsi obtenues, les modeles
cellulaires ne rendent pas compte de I’hétérogénéité tumorale et de I’environnement (282). En
effet, les essais cliniques ont démontré que ces expérimentations in vitro étaient susceptibles
de conduire a la sélection de molécules qui ne possédent pas d’activité antitumorale en
clinique. Les conditions in vitro ne permettent pas de reproduire I’environnement des cellules
tumorales, provoquent des altérations dans I’expression génique et I’acquisition de nouvelles
mutations. De plus, les lignees de cellules tumorales cultivées pendant de longues périodes
(années voire décennies) présentent une expansion clonale de certaines populations cellulaires
et sont certainement tres différentes des tumeurs qui ont permis de les établir (283). Il est donc
nécessaire, avant d’envisager le passage en phase clinique, de réaliser des expérimentations
sur des modeles animaux. En oncologie, la mise en ceuvre de modéles de tumeurs implantees
chez I’animal permet d’obtenir des informations fondamentales en ce qui concerne la
tolérance et I’efficacité antitumorale des traitements, en tenant compte des parameétres
physiologiques et physiopathologiques de I’animal (284). Le passage au modéle animal est
particuliérement important en ce qui concerne la prédictivité de la réponse aux traitements. En
effet, Taghian, et coll. ont montré pour des lignées de glioblastome multiforme que les
radiosensibilités observées in vitro et in vivo chez I’animal n’étaient pas systématiquement
corrélées (285). 1l apparait en effet difficile d’assimiler une culture monocouche de cellules au

systéme hétérogéne en trois dimensions que constitue la tumeur. L’utilisation du modele
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animal apparait donc comme un préalable indispensable a I’évaluation clinique de I’intérét

des nouvelles thérapies.

Aucun modéle animal actuellement disponible ne permet une extrapolation directe a I’Homme
des résultats obtenus au cours des études précliniques. Néanmoins, I’animal constitue un
modele intermédiaire qui permet de pallier les limites éthiques et médicales de la recherche
clinique puisqu’il offre la possibilité d’évaluer I’activité potentielle des traitements sans
toxicité pour le patient. Récemment ont été développés des modeles d’animaux transgéniques,
principalement des souris, capables de développer des tumeurs, en particulier des gliomes de
haut grade (286). Ces animaux sont issus de manipulations génétiques leur permettant de
surexprimer (ou de ne pas exprimer selon les cas) une protéine impliquée dans la
gliomagenése. Ces modeles apportent des résultats particulierement pertinents en ce qui
concerne I’étude des effets d’un traitement sur une voie de signalisation particuliere et
constituent d’excellents systémes pour évaluer le potentiel des molécules de thérapie ciblée
(287). Parmi leurs inconvénients, on note leur codt, leur difficulté d’obtention et le
développement de tumeurs comportant une, voire deux, anomalies génétiques, ce qui ne
reflete pas la complexité et I’hétérogénéité classiques d’une tumeur (288, 289). En revanche,
les souris nude, capables de tolérer les greffes de tissus humains, apparaissent comme des
modeles de choix pour étudier les effets des nouveaux agents de chimiothérapie sur des
tumeurs d’origine humaine (290). De plus, en dépit des inconvénients des xénogreffes, dans le
cas de tumeurs de différents types histologiques (adénocarcinomes du sein et du cdlon,
carcinomes bronchiques, mélanomes malins et rhabdomyosarcomes pédiatriques), de tres
bonnes corrélations ont été observées entre les réponses a la chimiothérapie obtenues chez
I’Homme et les réponses obtenues sur les mémes tumeurs xénogreffées chez des rongeurs

immunodéficients (291).

Nous avons ainsi choisi de travailler sur deux modeles de gliome de haut grade xenogreffés
chez la souris nude. Il s’agit de deux gliomes de grade Ill, les lignées U87 et TCG3
(respectivement, astrocytome anaplasique et oligoastrocytome anaplasique selon la
classification de I’OMS). Les xénogreffes d’origine humaine présentent I’avantage majeur de
correspondre aux types histologiques d’intérét, méme si des différences subsistent avec la
tumeur d’origine chez le patient. En effet, le systeme vasculaire et le stroma de la tumeur
transplantée sont d’origine murine (290). Nous avons choisi de démarrer les traitements

lorsque les tumeurs atteignent un volume de 250 + 50 mm®, volume correspondant & une
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tumeur "en place"”, ayant développée un stroma et un réseau vasculaire lui assurant une
croissance exponentielle, et volume suffisamment important pour étre mesuré sans importante

marge d’erreur.

Il est en outre tres important d’étudier les effets des traitements a des doses et selon des
schémas pertinents au regard de la pratique clinique chez I’Homme. Néanmoins, les
conditions de doses et de fractionnement cliniques ne sont que trés rarement pratiquées dans
les études précliniques. Les effets de hautes doses administrées une seule fois peuvent
difficilement étre extrapolés aux effets de doses plus faibles et administrées a plusieurs
reprises, et ce aussi bien pour la chimiothérapie que pour la radiothérapie (275). En effet, un
mode d’administration unique ne permet pas de prendre en compte la réponse des cellules
tumorales survivantes et I’influence de cette réponse sur la fraction de traitement suivante.
Dans le cas de nos expérimentations, nous avons choisi d’utiliser un fractionnement de la
radiothérapie correspondant a celui administré chez I’Homme (2 Gy /j) (38). De méme, nous
avons choisi de traiter les animaux pendant une durée de deux semaines, tout en respectant les
deux jours correspondant au week-end, ce qui correspond au premier tiers du traitement des
gliomes malins par radiothérapie chez I’Homme (2 Gyl/j, 5 jours/7 pendant 6 semaines, pour
une dose totale de 60 Gy). En ce qui concerne le bortézomib, nous avons transposeé la dose et
le schéma thérapeutique indiqués dans I’AMM de ce médicament pour le traitement des
patients atteints de myélome multiple en rechute, soit 1,3 mg/m2 x 2/semaine, correspondant a
0,45 mg/kg x 2/semaine chez la souris (167). Les études de radiopotentialisation utilisant le
bortézomib rapportées dans la littérature mettent toutes en ceuvre des modes d’administration
unique, aussi bien pour la chimiothérapie que pour la radiothérapie. Afin de déterminer si le
fractionnement des traitements influencait les propriétés radiosensibilisantes du bortézomib,
nous avons testé un schéma thérapeutique dit "non fractionné" qui consiste, aussi bien pour le
bortézomib que pour la radiothérapie, en la condensation de la dose totale hebdomadaire en
une seule administration par semaine. Dans ce cas, les souris recoivent une seule fraction de
radiothérapie (10 Gy) par semaine et une seule injection de bortézomib (0,90 mg/kg) par

semaine.
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Il. Effets du bortézomib in vivo

A. Absence d’efficacité antitumorale

Les inhibiteurs de protéasome constituent une nouvelle classe de médicaments anticancéreux.
Une seule molécule est actuellement commercialisée (bortézomib, Velcade®), mais d’autres
produits sont en cours de développement préclinique et clinique (par exemple, en essais
cliniques, Salinosporamide A, NEOS H101, CEP18770) (66). Dés son introduction en essai
clinique, le bortézomib a montré un potentiel tres important chez les patients atteints de
myélome multiple (241). Au niveau préclinique, les effets des inhibiteurs de protéasome ont
été etudiés sur divers types cellulaires, en particulier sur des lignées de gliomes et de

gliosarcomes. Le tableau XXVII rapporte les principales études publiées.
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Tableau XXVII :

Inhibiteurs de protéasome dans des modeles de gliomes et de gliosarcomes.

o L . Inhibiteur de L .
Référence Lignées Modéle . .., Principales conclusions
protéasome utilisé
) ) Induction d’apoptose par les 2
Kitagawa, et coll. o Lactacystine, L
u87, T98G in vitro drogues, indépendemment de
(292) AcLLNal o ]
la voie mitochondriale
Wagenknecht, et o Calpaine inhibitor 1, Induction d’apoptose
LN-18, LN-229, LN-308 in vitro . L
coll. (293) lactacystine, MG132 indépendante de p53 et p21
Wagenknecht, et o . Induction d’apoptose via la
LN-18, LN-308 in vitro MG132, lactacystine o .
coll. (294) voie mitochondriale
Tani, et coll. o Lactacystine, Induction d’apoptose via la
u87, T98G in vitro )
(295) AcLLNal voie Fas
) ) o Effets cytotoxique et
Laurent, et coll.  gliosarcome 9L, gliome  invitroet ) S
o Ritonavir cytostatique in vitro
(296) GL15 in vivo o
Pas d’effet in vivo
Arrét du cycle cellulaire en
. uU87, T98G, U118 et o o ] )
Yin, et coll. (297) ) in vitro Bortézomib G2/M et induction
explants de glioblastome
d’apoptose
Cytotoxicité in vitro
Legnani, et coll.  gliosarcome 9L, gliome in vitro et ) Amélioration de la survie des
o Lactacystine
(298) Fo8 in vivo rats porteurs de tumeurs 9L
intracérébrales
o ] ) Cytotoxicité synergique avec
Yu, etcoll. (299) U251, D37 in vitro Bortézomib, MG132 )
le sorafenib
. Activité cytotoxique du
Styczynski, et o o ]
1. (300) T98G, U373 in vitro Bortézomib bortézomib (1C50 : 28 nM et
coll.
48 nM, respectivement)
u87, T98G, U118, U138, L
La Ferla-Briihl, et o Sensibilisation a I’apoptose
U373, A172, LN-18, LN- invitro MG132 o
coll. (301) induite par TRAIL
229
LN215, explants o
Koschny, et coll. L ) ) Sensibilisation a I’apoptose
d’astrocytomes (grades 1 a in vitro Bortézomib o
(302) induite par TRAIL
V)
Activité cytotoxique du
bortézomib (IC50 : 5nM a
Kardosh, et coll.  LN-229, U251, T98G, o o 10 nM). Induction
in vitro Bortézomib

(303)

us7

d’apoptose par stress du

réticulum endoplasmique
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U251, U87, D37 + o o )
Yu, et coll. (304) o in vitro Bortézomib Induction d’apoptose
cultures primaires

AcLLNal : Acetyl-Leucinyl-Leucinyl-Norleucinal, TRAIL : TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand

La majorité des études publiées ont été réalisées in vitro et décrivent des effets cytotoxiques
(principalement via une induction d’apoptose) sur divers modeles de tumeurs cérébrales.
Seules 2 études rapportent les effets in vivo d’un inhibiteur de protéasome sur des xénogreffes
de gliome et de gliosarcome (296, 298). Ces deux études rapportent des résultats
contradictoires : Laurent, et coll. (296) décrivent une absence d’activité cytotoxique in vivo
pour le ritonavir, alors que Legnani, et coll. (298) ont démontré que la lactacystine conduisait

a une amélioration de la survie de rats porteurs de gliosarcome 9L.

En ce qui concerne le bortézomib, seules 6 études, parmi les 13 recensees, decrivent les effets
de cette molécule sur des lignées de gliome malin, uniquement sur des modeéles in vitro (210,
297, 300, 302-304). Plus particulierement, Yin, et coll. (297) ont publié I’étude la plus
détaillée et décrivent I’exposition au bortézomib de lignées cellulaires (notamment la lignée
U87) et d’explants de gliomes malins et s’intéressent aux effets moléculaires et cellulaires
provoqués par ce traitement. Ainsi, ces auteurs ont démontré que le bortézomib inhibait la
prolifération des lignées de gliomes malins (notamment en bloquant le cycle cellulaire en
phase G2/M). De plus, le bortézomib a confirmé ses propriétés pro-apoptotiques sur ces
mémes modeles, induisant I’apoptose pour 40% de la population cellulaire traitée. A notre
connaissance, aucune étude n’a rapporté les effets du bortézomib sur des xénogreffes de

gliome malin humain.

Au cours de nos expérimentations, nous avons montré que le bortézomib, administre selon
nos conditions de traitement fractionné, ne possede pas d’efficacité antitumorale sur les
xénogreffes de gliomes malins humains que nous avons étudiées : aucun retard de croissance
par rapport au groupe CTRL n’a été mis en évidence. Le fractionnement du traitement par
borézomib n’a aucun impact sur I’activité antitumorale du bortézomib. Ces résultats ne
confirment pas les données encourageantes obtenues au cours des études in vitro. Plusieurs
arguments peuvent expliquer ces différences. D’abord, nous avons évalué les effets
antitumoraux d’une dose hebdomadaire de bortézomib correspondant a celle prescrite chez

I’Homme dans le cadre du traitement des patients atteints de myélome multiple en rechute.
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Une augmentation de la dose de bortézomib est difficilement justifiable d’un point de vue
clinique. En effet, le schéma indiqué chez I’Homme n’est pas toujours bien toléré par les
patients et les effets indésirables du bortézomib (thrombopénie, neuropathies périphérigues)
nécessitent frequemment la réduction de la dose de bortézomib (30% des patients), voire
I’arrét total du traitement (140, 163). Ainsi, une intensification de la dose de bortézomib ne
semble pas correspondre a une option clinique et ne se justifie donc pas dans le cadre de nos
études en recherche translationnelle. Par ailleurs, nos résultats montrent que I’administration
d’une dose par semaine de bortézomib n’induit pas de meilleurs résultats au regard de
I’efficacité antitumorale. Les gliomes malins sont des tumeurs caractérisées par une grande
chimiorésistance (305) et les essais cliniques concernant le bortézomib seul administré chez
des patients atteints de tumeurs solides se sont systématiquement révélés négatifs (227). Au
vu de ces résultats cliniques négatifs, I’absence de retard de croissance observée au cours de
nos expérimentations pour le bortézomib apparait moins surprenante. Les divergences entre
nos résultats et ceux de la littérature in vitro concernant I’intérét du bortézomib dans le
traitement des gliomes malins soulignent I’importance de réaliser des études précliniques in
vivo. Méme si nos données, obtenues seulement a partir de 2 modeles de gliome, ne sont pas
définitivement généralisables, les études que nous avons réalisées montrent que I’efficacité
antitumorale du bortézomib in vivo est beaucoup moins satisfaisante que ne le laissaient

présager les études in vitro.

B. Effets biologiques du bortézomib

L’incapacité du bortézomib a ralentir la croissance tumorale nous a conduits a étudier les
effets de cette molécule sur sa cible, a savoir I’activité chymotrypsine-like du protéasome. Les
études précliniques et cliniques ont montré que le bortézomib présente une distribution
importante et est rapidement éliminé du compartiment vasculaire. Ainsi, la corrélation entre la
concentration plasmatique de bortézomib et le degré d’inhibition du protéasome dans les
échantillons sanguins n’est pas significative. Un essai pharmacodynamique a donc été
développé, qui permet d’évaluer I’activité chymotrypsine-like du protéasome aussi bien au

niveau du sang total, que des globules blancs ou des tissus (306).
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Nous avons utilisé cet essai afin d’évaluer I'impact du bortézomib sur [I’activité
chymotrypsine-like du protéasome. Le bortézomib, dans nos conditions de traitement, ne
présente qu’un potentiel inhibiteur limité pour les deux modeéles de gliome malin étudiés. S’il
permet d’obtenir une inhibition dose-dépendante de I’activité du protéasome, I’amplitude de
cette inhibition reste faible. En effet, aprés une injection unique, la réduction de I’activité du
protéasome n’atteint au maximum que 30% de I’activité basale dans les tumeurs, et ce avec
une dose de 0,90 mg/kg. En outre, nous avons eévalué I’expression des protéines
ubiquitinylées par western blot et nos résultats sont cohérents avec les données obtenues avec
la mesure de I’activité chymotrypsine-like du protéasome. Il est a noter que la dose de
bortézomib a 0,90 mg/kg correspond au double de la dose indiquée chez I’Homme, soit 2,6
mg/m? (167).

D’autres auteurs ont déja décrit un relativement faible degré d’inhibition du protéasome au
niveau tumoral pour plusieurs inhibiteurs de protéasome comparativement aux autres tissus.
Ces constatations ont été rapportées aussi bien pour le bortézomib (174, 178), que pour le
salinosporamide A (307). Ainsi, au cours de travaux étudiant les effets du bortézomib sur un
modeéle de myélome multiple xénogreffé sur souris nude, Leblanc, et coll. (174) ont montré
que, pour une dose de 1 mg/kg, le bortézomib inhibait a 80% I’activité chymotrypsine-like du
protéasome dans les organes de la souris (sang total, foie, rate) alors que I’inhibition
n’atteignait que 35% pour le tissu tumoral. Toutefois, cette dose de bortézomib induisait une
diminution de la croissance tumorale sur le modele utilisé, en dépit du faible degré
d’inhibition de I’activité du protéasome. Dans le cas de nos travaux, nous n’avons constaté
aucun effet du bortézomib sur la croissance tumorale des xénogreffes. L "importance” de
I’activité chymotrypsine-like du protéasome dans la survie cellulaire semble type tumoral

dépendant.

Au cours de nos expérimentations, nous avons également montré que I’administration
successive de deux injections de bortézomib, selon la dose et le schéma thérapeutique
pratiqué en clinique (a JO et J3), conduisait a une augmentation significative de I’activité
chymotrypsine-like du protéasome par rapport au groupe CTRL. Ces résultats inattendus ont
été retrouves sur les deux lignées de gliome malin que nous avons utilisées. Les phénomeénes
de résistance aux inhibiteurs de protéasome ont été rapportés lors d’essais cliniques. Ainsi,
plusieurs études cliniques ont montré que des patients initialement répondeurs au bortézomib

développaient une résistance a ce produit (68, 73). Les mécanismes impliqués dans la
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résistance au bortézomib ne sont pas actuellement entiérement élucidés. Parmi ces
mécanismes, un des plus étudiés implique les protéines de choc thermique (notamment
Hsp27), qui sont activées en cas d’inhibition du systeme ubiquitine-protéasome. Les protéines
de choc thermique jouent le réle de chaperones moléculaires et modulent les voies
apoptotiques, notamment celles impliquant les mitochondries, ce qui confére une protection
vis-a-vis des agents de chimiothérapie (247). D’autres études ont montré que la protéine p38-
MAPK pouvait également étre impliquée dans les phénoménes de résistance au bortézomib
(245). Enfin, Oerlemans, et coll. rapportent que I’exposition chronique de macrophages
humains au bortézomib conduit a I’acquisition d’une résistance a ce produit. Le mécanisme
sous-jacent repose sur I’induction d’une mutation au niveau de la sous-unité du protéasome
ciblée par le bortézomib, associée a une surexpression massive de cette sous-unité (246). Il
serait intéressant dans le cadre de nos expérimentations d’évaluer I’expression des protéines
de choc thermique de type Hsp27, ainsi que I’expression des différentes sous-unités
catalytiques du protéasome afin de déterminer les causes de I’augmentation de I’activité

chymotrypsine-like du protéasome.

En outre, des travaux plus fondamentaux rapportent que I’inhibition de [I’activité du
protéasome induit I’expression des génes codant pour les différentes sous-unités du
protéasome 26S. Ainsi, dans une étude sur des cellules de muscle lisse vasculaire, Meiners, et
coll. (308) ont montré que le traitement par des inhibiteurs de protéasome (époxomicine,
MG132, ALLM, clasto-lactacystine B lactone) induisait & la fois I’expression des génes des
sous-uniteés constitutives du protéasome, mais aussi I’expression de protéines impliquées dans
la maturation des protéasomes, assurant ainsi la formation de novo de protéasomes
fonctionnels. Il semble donc que les cellules développent une réponse adaptative au stress
causé par I’inhibition, méme partielle, du protéasome en induisant la formation de nouveaux
protéasomes et en retrouvant ainsi leurs capacités de protéolyse. Des constatations identiques
ont été effectuées par Xu, et coll. (309) sur des cellules mammaires humaines tumorales. Ces
auteurs ont démontré que le bortézomib et le MG132 provoquaient une augmentation de

I’expression des sous-unités protéasomiques.

A notre connaissance, une seule étude dans la littérature rapporte des résultats similaires aux
notres concernant les effets d’inhibiteurs de protéasome sur I’activité chymotrypsine-like.
Dans cette étude, Lee, et coll. (310) ont exposé des cultures primaires de neurones murins et
ont constaté que I’utilisation de faibles doses d’inhibiteurs de protéasome (MG132,
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époxomicine, clasto-lactacystine B-lactone) induisait une augmentation de [I’activité du

protéasome et qu’il fallait dépasser un certain seuil de concentration pour obtenir une

inhibition du protéasome. Il semble donc que les inhibiteurs de protéasome, au moins pour

certains types cellulaires, présentent une réponse biphasique : a faible dose, ils induisent une

augmentation de I’activité du protéasome, alors qu’a doses plus importantes, I’inhibiteur joue

pleinement son role. Les conséquences biologiques (notamment en ce qui concerne

I’induction d’apoptose) de cette réponse biphasique ont été étudiées in vitro sur différents

types cellulaires, tumoraux ou non (Tableau XXVIII).

Tableau XXVIII : Effets dose-dépendants des inhibiteurs de protéasome. Adapté d’aprés Meiners,

et coll. (311)

Type cellulaire

Effet de fortes doses

Effet de faibles doses

Références

Cellules tumorales

Cellules lymphoides 50 uM MG132 pendant 7h :

humaines U937 induction d'apoptose

Adénocarcinome de
prostate de rat AT-3

Cellules neuronales

Cellules gliales C6

Cellules endothéliales

Cellules

endothéliales
d'artere pulmonaire
de veau CPAE

HUVEC

20puM MG132 : induction
d'apoptose dans les cellules
infectées ou non par le virus

Sindbis (SV)

Lactacystine a doses > 1,7 uM :
inhibition de la production de NO
induite par le LPS

MG132 > 0,5 pM : diminution de
I'expression basale des eNOS

200 nM MG132 ou 10 nM MG262
pendant 24h : induction d'apoptose

Prétraitement avec 1,5 uM de
MG132 pendant 4,5h : protection
par rapport a l'apoptose induite par

le TNFa

Prétraitement avec 200 nM de
MG132 : inhibition de I'apoptose

induite par le SV

Lactacystine a dose comprise entre
50 et 800 nM : stimulation de la
production de NO induite par le

LPS

MG132 a dose comprise entre 50
et 250 nM : augmentation de
I'expression des eNOS

70 nM MG132 ou 4 nM MG262
pendant 24h : réponse potectrice
vis-a-vis de I'apoptose

Lin, et coll.
1998

Stasiolek, et
coll. 2000

Stangl, et coll.
2004

Meiners, et
coll. 2006

Kisselev, et
coll. 2006
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Ces études montrent que, a faibles doses, les inhibiteurs de protéasome jouent un réle
protecteur vis-a-vis de I’apoptose induite par d’autres agents, alors qu’a des doses plus
importantes, les inhibiteurs retrouvent leur réle d’inducteurs d’apoptose. Sur nos deux
modeles de gliome malin, le bortézomib, quel que soit le mode d’administration, s’est avéré
incapable d’augmenter le pourcentage de cellules apoptotiques par rapport aux tumeurs non
traitées, ce qui est cohérent avec la superposition des deux courbes représentant I’évolution du

volume tumoral pour les groupes CTRL et BTZ.

Par ailleurs, Kisselev, et coll. (89) ont démontré que la mesure de(s) I’activité(s) du
protéasome n’était pas corrélée avec la dégradation effective des protéines. Ainsi, sur des
cellules Hela, ces auteurs montrent que le traitement par bortézomib permet de réduire de
75% I’activité chymotrypsine-like du protéasome alors que le taux de protéines effectivement
dégradées n’est diminué que de 10-30%. Ces données concordent avec celles déja rapportées
par Bence, et coll. (312). En outre, Kisselev, et coll. ont montré qu’il est nécessaire d’inhiber
deux des activités du protéasome afin de réduire de plus de 50% la dégradation des protéines
(157). 1l n’en reste pas moins que, dans le cas des cellules de myélome, le bortézomib arréte
la croissance et provoque I’apoptose, en dépit de cette dégradation des protéines relativement
limitée. Ceci peut s’expliquer par le fait que le protéasome joue un rdle prépondérant dans le
myeélome, non seulement en participant a I’activation de NF-«xB, indispensable a la survie de
ces cellules, mais également en éliminant les immunoglobulines produites de facon aberrante
(157). Dans le cadre de nos expérimentations, il serait intéressant d’évaluer I’effet du

bortézomib sur les deux autres activités du protéasome.

Enfin, méme s’ils sont rapides et facile a mettre en ceuvre, les essais utilisant des substrats
fluorogéniques présentent un certain nombre d’inconvénients. En effet, ils ne permettent pas
de distinguer les différences entre activités constitutives du protéasome et activités de
I’immunoprotéasome. En outre, ces essais nécessitent, préalablement a la mesure de I’activité,
une étape de lyse cellulaire qui est susceptible d’interférer avec les mécanismes régulateurs
modulant I’activité du protéasome dans les cellules intactes (313, 314). C’est pour ces raisons
que de nouveaux essais plus spécifiques ont été développés. Ces tests sont basés sur
I’association d’un inhibiteur irréversible et spécifique d’une des activités du protéasome avec
un fluorophore. Ce systéme permet, apres une étape d’électrophorese la détection dans un gel
des différentes sous-unités du protéasome. Ce type d’essais a été évalué aussi bien sur des
cultures cellulaires que in vivo (315-317). De plus, Kraus, et coll. (314) ont utilisé un essai de
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ce type sur des cellules leucémiques humaines. Leurs travaux démontrent que I’activité du
protéasome est augmentée dans certains, mais pas tous, prélevements de patients atteints de
leucémie. Ces données contrastent par rapport a ce qui est classiquement décrit dans la
littérature ou les tumeurs sont présentées comme possédant des activités du protéasome
accrues par rapport aux tissus sains correspondants (73, 169). Enfin, ces auteurs ont évalué
I’effet du bortézomib sur les trois activités du protéasome et leurs résultats démontrent que le
ratio entre I’activité chymotryspine-like et la somme des activités trypsine-like et caspase-like
refletent la sensibilité de lignées leucémiques humaines au bortézomib. Ainsi, il semble que la
mesure unique de I’activité chymotrypsine-like du protéasome ne puisse étre corrélée a la
sensibilité au bortézomib, les deux autres activités étant capables de compenser la perte d’une
des activités protéolytiques. Ceci participerait a I’émergence de résistances secondaires chez

des patients traités avec de faibles doses de bortézomib sur de longues périodes.

lll. Intérét du bortézomib comme agent radiosensibilisant

A. Impact négatif du fractionnement sur les propriétés radiosensibilisantes du

bortézomib

Les gliomes malins sont une pathologie incurable et aucune amélioration véritablement
significative de la survie n’a été mise en évidence au cours des derniéres décennies (318). De
nouvelles stratégies thérapeutiques et/ou le perfectionnement des traitements existants sont
donc nécessaires afin d’améliorer la survie des patients, limitée actuellement a environ 15
mois (18). Le type histologique le plus malin (glioblastome multiforme) est caractérisé par
une invasion a distance : des cellules tumorales sont retrouvees jusqu’a plusieurs centimetres
dans le parenchyme ceérébral sain (2), ce qui rend d’autant plus difficile I’obtention d’une
guérison grace a la chirurgie et a la radiothérapie qui sont des traitements focalisés. Parmi
I’ensemble des stratégies en cours d’évaluation, I’utilisation de protocoles de radio-
chimiothérapie concomitante semble prometteuse. En effet, la radiothérapie fait partie
integrante de la prise en charge thérapeutique des gliomes malins. Lors de la récurrence, la
progression tumorale a lieu dans 80 % des cas dans une marge de 2-3 cm par rapport a la
Iésion initiale, ce qui correspond également a la zone cérébrale ayant recu la radiothérapie (2,

319). Ceci suggere que I’efficacité de la radiothérapie, aux doses classiquement utilisées, n’est
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pas suffisante pour stériliser totalement le lit tumoral. Une augmentation des doses de
radiothérapie est difficilement envisageable, du fait de la toxicité des radiations ionisantes sur
le parenchyme céréebral sain chez I’adulte et encore plus chez I’enfant (39, 320, 321). Ainsi
une stratégie associant un agent radiosensibilisant au schéma classique de radiothérapie est
susceptible d’améliorer le contréle local et de retarder la survenue de la récidive.

Depuis 2005, I’introduction du témozolomide dans le standard thérapeutique des gliomes de
haut grade constitue une nouvelle étape dans la prise en charge des patients (43). Auparavant,
la chimiothérapie, principalement & base de nitroso-urées, était administrée en tant que
thérapie adjuvante et son intérét en termes d’amélioration de la survie était soumis a
controverse (38). L’AMM accordée au témozolomide administré concomitamment a la
radiothérapie a "officialisé” I’intérét des associations radio-chimiothérapie concomitantes
pour le traitement des gliomes de haut grade. Néanmoins, le bénéfice ainsi apporté reste
modeste et des efforts sont a poursuivre dans ce domaine.

L’inhibition du protéasome est un nouveau concept thérapeutique en oncologie : la mise sur le
marché du bortézomib, seule molécule commercialisée de cette nouvelle famille, date de 2003
(172). L’efficacité de cette molécule a considérablement amélioré le pronostic des patients
atteints de myélome multiple (163). En outre, diverses études précliniques ont montré que les
inhibiteurs de protéasome en général, et le bortézomib en particulier, possédaient des
propriétés radiosensibilisantes (203, 259, 264, 267). Nous avons donc choisi d’évaluer
I’intérét d’associer bortézomib et radiothérapie de facon concomitante sur des greffes de

gliomes malins humains chez la souris nude.

Dans les conditions de traitement non fractionné, nos résultats montrent que le bortézomib
ameliore de facon trés marquée I’efficacité antitumorale de la radiothérapie sur les deux
modeéles de gliome malin utilisés. En effet, les ratios de radiopotentialisation atteignent
respectivement 1,34 et 1,36 pour les lignées TCG3 et U87, ce qui reflete les propriétés
radiosensibilisantes du bortézomib. En revanche, dans les conditions de traitement fractionng,
le bortézomib s’est avéré incapable de potentialiser I’efficacité antitumorale de la
radiothérapie (ratios de radiopotentialisation de 0,92 et 0,94 pour les lignées TCG3 et U87,
respectivement), la survie des animaux étant méme légérement réduite dans le cas de
I’association BTZ + RT par rapport aux souris traitées par radiothérapie seule. L’ensemble de

nos résultats contraste avec les données de la littérature qui décrivent systématiquement un
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potentiel radiosensibilisant pour les inhibiteurs de protéasome, aussi bien in vivo et qu’in

vitro.

A notre connaissance, I’'impact négatif du fractionnement des traitements sur les
propriétés radiosensibilisantes d’une molécule n’a jamais été rapporté dans la
littérature. En revanche, notre équipe a préalablement demontré que le fractionnement de la
radiothérapie permettait de restaurer le potentiel radiosensibilisant du topotécan sur des

xénogreffes de gliomes malins (61).

Il est intéressant de souligner que, pour I’étude in vivo rapportant I’association concomitante
du bortézomib avec les radiations ionisantes sur un modele de carcinome colorectal (203), la
radiothérapie a été administrée en une seule fraction et la dose utilisée (6 Gy) était nettement
supérieure aux doses quotidiennes habituellement prescrites en radiothérapie (1,8 a 3 Gy/
fraction) (38). L’impact du fractionnement des traitements n’a pas été étudié au cours de ces
travaux. En outre, une analyse plus fine de cette étude apporte des éléments intéressants. En
effet, Russo, et coll. (203) ont évalué I’impact de I’association concomitante bortézomib -
radiothérapie sur un modele de cancer colorectal humain (LOVO). Si I’association des deux
traitements permet d’augmenter de facon tres importante le pourcentage de cellules
apoptotiques (CTRL : 4% ; BTZ: 26% ; RT: 18%; BTZ + RT: 72%), les auteurs ne
rapportent aucune différence de volume tumoral entre les différents groupes. Dans les
conditions de traitement non fractionné, nos résultats montrent que I’association BTZ + RT
conduit a une augmentation (non significative) de I’indice apoptotique par rapport a chaque
thérapie prise isolément. Il serait intéressant d’etudier les effets des traitements sur I’induction
d’apoptose a des délais plus importants que 24h aprés la fin des traitements (la trés faible
intensité des effets observés ne peut expliquer I’amplitude des retards de croissance obtenus
lors des études de radiopotentialisation). Cette augmentation modeste ne peut étre comparée a
celle observée par I’équipe de Russo et reflete I’importante différence de sensibilité du
modele utilisé (carcinome colorectal) par rapport aux notres. Les gliomes malins sont en effet
décrits comme des tumeurs particulierement résistantes a I’apoptose (322, 323). Néanmoins,
en conditions de traitement fractionné, nous avons constaté que le bortézomib réduisait
I’apoptose induite par la radiothérapie sur les deux lignées étudiées. Il est possible que nos
tumeurs se trouvent dans la situation ou le bortézomib exerce un effet protecteur vis-a-vis de
I’apoptose. Celui-ci s’exercerait dés qu’une apoptose est susceptible d’étre induite, comme
c’est le cas pour le groupe BTZ + RT. Cet effet protecteur est, certainement pour partie, en
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lien avec I’augmentation de I’activité chymotrypsine-like du protéasome que nous avons

observée apres deux injections de bortézomib.

Par ailleurs, Lee, et coll. (310) ont démontré que I’exposition de neurones murins a de faibles
concentrations d’inhibiteurs de protéasome diminuait la sensibilité de ces neurones a un stress
oxydatif. Il est possible qu’un phénomene identique ait lieu dans le cas de nos xénogreffes, le
bortézomib induisant une réponse protectrice vis-a-vis des effets cytotoxiques de la
radiothérapie. Dans les conditions de traitement non fractionné, le bortézomib ne provoquerait
plus cette réponse protectrice, autorisant I’interaction synergique avec les radiations

ionisantes.

Nous avons étudié I’impact des traitements sur I’indice de prolifération des tumeurs TCG3 et
U87 par détection immunohistochimique de la protéine Ki-67, comme cela est réalisable en
diagnostic clinique (324). Nos résultats montrent, pour les deux lignees étudiées, que ce
marquage ne permet pas de mettre en évidence I’impact du fractionnement des traitements sur
I’indice de prolifération. En effet, que le traitement soit fractionné ou non, I’administration
concomitante de bortézomib conduit systématiquement a un effet inverse de celui de la
radiothérapie seule. Pour la lignée TCG3, le pourcentage de cellules positivement marquées
pour la protéine Ki-67 diminue par rapport a la radiothérapie, alors qu’il augmente pour la
lignée U87. La protéine Ki-67 est exprimée lors des phases G1, S et G2 du cycle cellulaire,
ainsi qu’au cours de la mitose. En revanche, les cellules quiescentes (en GO) n’expriment pas
Ki-67. Nous avons donc complété nos travaux par une étude de la distribution dans le cycle
cellulaire par détection en cytométrie en flux de I’incorporation d’iodure de propidium dans
I’ADN. Ces résultats nous ont permis de calculer I’indice de prolifération et apportent des
données intéressantes en ce qui concerne la lignée TCG3. En effet, pour cette lignée, nous
observons une prolifération accrue par rapport a la radiothérapie dans le cas du traitement
fractionné. En revanche, I’association concomitante BTZ + RT administrée de facon non
fractionnée provoque une réduction de I’indice de prolifération. Ces résultats sont cohérents
avec les données obtenues lors des études de radiopotentialisation. En revanche, pour la lignée
U87, la distribution dans le cycle cellulaire n’est pas significativement différente entre les
deux conditions de fractionnement. Nous n’avons pas d’explication concernant ces
divergences entre les deux lignées. Il est important de souligner que les deux lignées

présentent une réponse trés différente en terme de prolifération aprés radiothérapie quelles
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que soient les conditions de traitement et que ces phénomenes participent certainement aux

différences observées entre les deux modeles.

Seule I’étude de Grimes, et coll. (266) rapporte une étude radiopotentialisation mettant en
ceuvre un schéma de radiothérapie fractionnée (10 fractions de 3 Gy). Ces travaux réalisés sur
un modele de cancer du poumon non a petites cellules démontrent une synergie d’action pour
le groupe recevant I’association MG-132 + radiothérapie, méme si la différence de volume
tumoral entre les groupes recevant la radiothérapie seule ou associée au bortézomib est
difficile a mettre en évidence. Nos résultats en conditions de traitement fractionné sont en
contradiction avec cette étude, mais cette divergence peut s’expliquer a la fois par I’utilisation

d’un type tumoral et d’un inhibiteur de protéasome différents.

La seule étude de la littérature rapportant des résultats negatifs d’un inhibiteur de protéasome
utilisé comme agent radiosensibilisant est celle de Pajonk, et coll. (263) qui décrit une
augmentation de la radiorésistance de cellules de carcinome du col de I’utérus en conditions
d’hypoxie lorqu’elles sont traitées de facon concomitante avec le MG-132. Les raisons de cet
effet "radioprotecteur" du MG-132 ne sont pas élucidées. Les gliomes malins sont des
tumeurs hypoxiques et il a été démontré que cette hypoxie participait a la radiorésistance
tumorale (325, 326). En effet, les dommages a I’ADN provoqués par les radiations ionisantes,
et notamment les coupures double-brin qui induiront secondairement la mort cellulaire,
résultent en grande partie de I’intéraction avec des especes réactives de I’oxygene provenant
de la radiolyse de I’eau (327, 328). En présence d’oxygéne moléculaire, ces dommages a
I’ADN sont stabilisés et difficilement réparables. L’efficacité de la radiothérapie dépend donc
de la pression partielle en oxygéne au niveau de la tumeur (329). La radiothérapie provoque
des modifications de cette hypoxie tumorale. La destruction des cellules tumorales par les
radiations ionisantes entraine une amélioriation de I’oxygénation tumorale par effet stérique et
conduit ainsi a une meilleure sensibilité des cellules résiduelles a la radiothérapie (50). Au vu
des courbes de volume tumoral que nous avons obtenues lors des études de
radiopotentialisation, le traitement par radiothérapie non fractionnée provoque une mort
cellulaire beaucoup plus importante que lorsque I’irradiation est administré selon un
fractionnement clinique (en cours de traitement). Il est donc possible que les tumeurs recevant
le traitement non fractionné soient mieux ré-oxygénées que les tumeurs traitées par
radiothérapie fractionnée. Une étude de la pression partielle en oxygéne au niveau tumoral

serait opportune dans ce cas. Il est possible que le bortézomib joue un réle cytoprotecteur vis-
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a-vis des effets de la radiothérapie sur nos modeles de xénogreffes de tumeurs recevant le
traitement fractionné. En revanche, en condition de traitement non fractionné, la probable
meilleure oxygeénation des tumeurs participerait a la radiopotentialisation observée sur les

deux modeles.

A un niveau plus moléculaire, nos résultats en RT-PCR quantitative montrent que
I’association BTZ + RT ne provoque pas I’induction des genes cibles de NF-xB, que le
traitement soit fractionné ou non. Il semble donc que le facteur de transcription NF-xB ne
participe pas a la radiopotentialisation provoquée par le bortézomib sur nos deux modéles de
gliome malin. Ces données contrastent avec les résultats de Russo, et coll. (203) qui décrivent
I’implication de I’inhibition de I’expression de NF-kB dans I’effet radiosensibilisant du
bortézomib sur un modéle de carcinome colorectal. En revanche, Pajonk, et coll. (255) ont
démontré que I’absence d’effet du MG-132 sur I’expression de NF-kB n’empéchait pas la
radiosensibilisation par un inhibiteur de protéasome. Kamer, et coll. (265) ont en outre montré
sur des modeles de carcinome du col de I’utérus que seules les tumeurs dont la radiosensibilité
est dépendante de NF-xB sont susceptibles d’étre radiosensibilisées par le bortézomib. Il est
probable que la radiosensibilité des deux modéles de gliome malin utilisés dans notre étude ne
soit pas exclusivement dépendante de NF-xB et que d’autres mécanismes expliquent les
phénomeénes de radiosensibilisation que nous avons observés dans les conditions de traitement
non fractionné. Kurland, et coll. (256) ont montré que la fonctionnalité de la protéine p53 est
indispensable a la radiosensibilisation par des inhibiteurs de protéasome sur des cultures
cellulaires de lyphome. En ce qui concerne nos modeles, la protéine p53 est normale pour la
lignée U87 alors qu’elle est mutée pour la lignee TCG3. Nos deux lignées présentent toutefois
la méme radiosensibilisation par le bortézomib. L’hypothese de la fonctionnalité de la
protéine p53 n’explique donc pas les phénomeénes de radiosensibilisation et de radioprotection

que nous avons observés au cours de nos expérimentations.

En conclusion, les causes de la perte du pouvoir radiosensibilisant du bortézomib lors du
fractionnement des traitements sont sans doute multiples et difficiles a élucider. Il est tres
probable que les phénomenes impliqués dans la radioréponse ne soient plus les mémes ou ne
présentent plus la méme importance lorsqu’un fractionnement “clinique” est utilisé. Ainsi,
Criswell, et coll. (275) soulevent le probleme de la radioréponse (plus précisément la nature
des facteurs de transcription radio-induits) des cellules de Mammiféres soumises a des doses
de radiothérapie pertinentes au regard de la clinique. Ces auteurs ont effectué une revue de la
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littérature et concluent que la majorité des études ont été réalisées a des doses supraléthales de
radiothérapie et que les conclusions ainsi obtenues ont été géneralisées a I’ensemble des doses
de radiothérapie. lls démontrent également que ce type d’extrapolation est incorrect pour tous
les facteurs de transcription étudiés et qu’une étude spécifique des effets des faibles doses (< 2

Gy) est nécessaire afin de déterminer les événements radio-inductibles.

B. Réponses des tumeurs a la radiothérapie

Nous avons étudié les effets de la radiothérapie tant en termes d’effets sur le volume tumoral
que d’effets biologiques et cellulaires. Pour chaque paramétre, nous avons cherchée a évaluer
I’impact du fractionnement de la radiothérapie. En effet, des études comparant la survie des
cellules tumorales in vitro apres des doses uniques de radiations ionisantes avec la réponse
clinigue in vivo n’ont pas montré de corrélation, rendant indispensable les études des effets de

la radiothérapie en condition de traitement fractionné (285, 330).

1. Impact du fractionnement de la radiothérapie sur le volume tumoral

Nous avons étudié I’effet de la radiothérapie sur la croissance tumorale de nos deux modéles
de xénogreffes. Nous avons observeé, quels que soient la lignée et le mode de fractionnement
considéré, qu’apres une période de latence au cours de laquelle les tumeurs se stabilisent ou
poursuivent leur croissance, le volume tumoral régresse, atteignant méme un volume inférieur
au volume de début de traitement. Il est possible que I’instabilité génomique provoquée par
les radiations ionisantes conduise a une mort cellulaire tardive parmi les générations

cellulaires descendantes des cellules ayant survécu a I’irradiation (331, 332).

La phase de recroissance que nous observons a la fin de la période de mesure des tumeurs est
le résultat d’une reprise de la prolifération tumorale. Celle-ci peut provenir de I’absence
d’élimination des cellules souches tumorales. En effet, une cellule souche tumorale se définit
comme une cellule possédant les capacités d’auto-renouvellement et de génération de tous les
types cellulaires présents dans la tumeur. Cette définition implique qu’une thérapie

anticancéreuse peut guérir une tumeur uniquement si elle permet d’éliminer toutes les cellules
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souches tumorales (333). Une étude des cellules souches tumorales et de leur devenir sous

I’effet de la radiothérapie serait opportune dans le cadre de nos études.

Il serait également intéressant d’évaluer I’impact du fractionnement de la radiothérapie sur le
nombre de cellules souches. En effet, nos résultats montrent que le fractionnement de la
radiothérapie induit des effets délétéres en termes de retard de croissance tumorale sur nos
deux lignées. En effet, pour la lignée TCG3, le RCT passe de 50 a 45 jours sous I’effet du
fractionnement. Pour la lignée U87, cette perte d’efficacité est encore plus marquée, le RCT
passant de 42 a 34 jours. En théorie, le traitement par multiples fractions de radiothérapie est
bénéfique en ce qui concerne le contréle tumoral. Parmi les parameétres radiobiologiques

participant a la réponse globale des tumeurs, les plus importants sont les 4Rs :

- la repopulation de la tumeur en cours de traitement par les cellules survivantes
- la réoxygénation des cellules tumorales hypoxiques
- la redistribution des cellules dans le cycle cellulaire

- la réparation des dommages induits par la radiothérapie entre les fractions.

Les bénéfices apportés par le fractionnement de la radiothérapie sont les suivants : (i) un plus
grand nombre de dommages non réparables est induit par unité de dose dans les cellules
tumorales ; (ii) la réoxygénation tumorale peut avoir lieu entre chaque fraction: (iii) la
redistribution des cellules tumorales survivantes dans des phases plus radiosensibles du cycle
cellulaire peut intervenir (334). La réalité pratique semble toutefois plus complexe. En effet,
des études portant sur I’effet du fractionnement de la radiothérapie ont rapporté aussi bien de
meilleurs résultats en faveur de I’irradiation unique qu’un bénéfice du fractionnement de la
radiothérapie (334). D’autres auteurs enfin ont montré sur plusieurs lignées cellulaires qu’il
n’y avait pas de différence de survie, que la radiothérapie soit fractionnée ou non (330). Il
semble que le statut p53 intervienne dans ces phénomeénes, mais cela est dépendant du type
cellulaire considéré. Tsali, et coll. ont étudié I’impact du fractionnement de la radiothérapie (1
fraction de 10 Gy vs. 5 fraction de 2 Gy) sur les profils d’expression génique de cellules de
carcinome mammaire, de carcinome prostatique et de gliosarcome (334). Les résultats
obtenus montrent que le fractionnement de la radiothérapie non seulement diminue I’efficacité
globale de [Iirradiation, mais également conduit a un profil d’expression génique
completement différent du schéma d’irradiation unique. Enfin, ces travaux ont montré que la

méme étude réalisée in vivo permettait d’observer la surexpression d’autres genes et les
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auteurs insistent sur I’importance d’utiliser des schémas d’irradiation fractionnée afin de
mieux définir les parameétres qui gouvernent la radioréponse. En effet, seuls ces schémas
prennent en compte la réparation des dommages subléthaux et les phénomenes de

repopulation cellulaire qui interviennent entre les fractions (335).

Par ailleurs, les paramétres des 4Rs interviennent sans doute pour toutes les cellules
tumorales, mais ils prennent une importance particuliere en termes de contréle tumoral apres
irradiation lorsqu’ils affectent les cellules souches tumorales (333). De plus, le maintien, en
conditions de traitement fractionné, d’une production importante d’espéces réactives de
I’oxygéne est susceptible d’induire la transcription de génes conférant des propriétés

radioprotectrices aux cellules (328, 336).

Enfin, Tomita, et coll. (337) ont démontré qu’en conditions d’irradiation fractionnée au moins
deux phénomenes opposes se mettent en place. D’une part, la réoxygénation de la tumeur
entre les fractions est susceptible d’accroitre I’efficacité antitumorale. D’autre part, la
réparation des dommages subléthaux entre les fractions risuge d’augmenter la résistance a la
radiothérapie. Le résultat en termes d’efficacité de la radiothérapie dépend de la rapidité avec
laquelle les deux phénomenes se mettent en place.

2. Activité chymotrypsine-like du protéasome en tant que cible de la

radiothérapie

Un certain nombre d’arguments expérimentaux suggerent que le systéme ubiquitine-
protéasome intervient dans les réponses moléculaires et cellulaires a I’irradiation, notamment
via I’implication de ce systeme dans le controle du cycle cellulaire, de la mort cellulaire radio-
induite et de la réparation de I’ADN (79). Néanmoins, I’importance et le degré d’intervention
du systeme ubiquitine-proteasome dans la radioréponse restent mal connus. Au cours de nos
expérimentations, nous avons évalué les effets de la radiothérapie sur [I’activité
chymotrypsine-like du protéasome. Nos résultats montrent que I’activité du protéasome est
soit inchangée, soit augmentée en fonction de la lignée et des conditions d’irradiation
considérées. Les effets de la radiothérapie sur I’activité du protéasome sont trés peu
documentés dans la littérature. Nos résultats contrastent avec les données de Pajonk, et coll.

(281). En effet, sur des cellules de carcinome de vessie humain (ECV 304), ces auteurs ont
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montré que les radiations ionisantes provoquaient I’inhibition de I’activité chymotrypsine-like
du protéasome (réduction d’environ 40% de I’activité basale), pour des irradiations aussi bien
de faible intensité (< 2 Gy) que d’intensité plus importante (20 Gy). Ces résultats ont été
confirmés sur des cellules de carcinome de prostate par Pervan, et coll. (338). Cette méme
équipe a évalué I'impact de la radiothérapie sur diverses lignées tumorales in vitro et les
résultats obtenus montrent systématiquement une réduction de I’activité chymotrypsine-like
du protéasome (Pajonk, données non publiées). En revanche, récemment, Kim, et coll. ont
montré que la transfection de I’/EGFRvVIII dans des cellules U87 provoquait une augmentation
de I’activité du protéasome sous I’effet de la radiothérapie et que I’expression de ce variant
provoquait une radiorésistance accrue des cellules U87 (339). Les causes de ces effets sont
encore mal élucidées. Une des explications possibles concernant I’inhibition de I’activité du
protéasome apres irradiation est I’augmentation de I’expression des inhibiteurs endogénes de
I’activité protéolytique du protéasome, comme par exemple Hsp90 (Heat Shock Protein).
Néanmoins, les expérimentations menées ne montrent pas de modifications majeures de
I’expression de ces inhibiteurs. Une autre hypothése concerne les dommages effectues par les
radicaux libres aux molécules associées au protéasome et qui induisent une inhibition de la
dégradation des substrats. Il semble que le systéme ubiquitine-protéasome dans son ensemble
soit sensible aux modifications de potentiel redox dans les cellules (79).

Nous avons ensuite étudié I’impact de I’association concomitante bortézomib — radiothérapie
sur I’activité chymotrypsine-like du protéasome. Nos résultats démontrent que le bortézomib,
dans toutes les conditions de traitement étudiées, est capable de diminuer I’activité du
protéasome radio-induite. A notre connaissance, aucune équipe n’a rapportée I’effet de
I’association de la radiothérapie et d’un inhibiteur de protéasome sur I’activité chymotrypsine-
like. Dans le cas de nos expérimentations, il semble que le bortézomib soit capable d’atteindre
sa cible et de I’inhiber. Jacquemont, et coll. (254) ont montré que le protéasome participe a la
réponse aux dommages a I’ADN induits par la radiothérapie a plusieurs niveaux, en
participant, entre autres, a la phosphorylation d’ATM et I’activation des checkpoint CHKL.
Ces mécanismes expliqueraient pour partie la radiosensibilisation classiquement observée
avec les inhibiteurs de protéasome. Néanmoins, dans le cadre de nos expérimentations, le
bortézomib produit les mémes effets sur I’activité du protéasome, que les traitements soient
fractionnés ou non et les conséquences moléculaires, notamment en terme d’activation de NF-

kB, ne sont pas corrélées.
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3. Place de NF-«xB dans la réponse a la radiothérapie

a. Activation constitutive et cible pertinente dans le cadre des gliomes malins

Pour Hanahan et Weinberg (340), la tumorigénese impligque six altérations dans la physiologie
cellulaire normale, & savoir, I’auto-suffisance vis-a-vis des facteurs de croissance,
I’insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance, I’échappement a I’apoptose,
I’immortalisation, la néo-angiogenése, et I’invasion tissulaire locale et a distance (formation
de métastases). Le facteur de transcription NF-«xB, par I’intermédiaire des génes dont il induit
la transcription, est susceptible de participer a plusieurs de ces altérations. En effet, les genes

cibles de NF-xB appartiennent a 4 classes :

- régulation négative de la voie de signalisation : IkBa, I1xBp...

- réponse immunitaire : cytokines, chimiokines, molécules d’adhésion, COX2...
- inhibition de I’apoptose : clAPs, A1/BFL1, BCL-X, c-FLIP?...

- prolifération : cycline D1, c-MYC... (270)

Ainsi, une activité aberrante de NF-xB a été mise en évidence dans divers types tumoraux
(341-343) et cette activité participerait a la prolifération cellulaire incontrélée, a la résistance
a I’apoptose ainsi qu’a I’augmentation des potentiels angiogéniques et métastatiques des
tumeurs (270, 344). Les mécanismes conduisant a cette activité aberrante sont multiples et
encore incompletement compris. Parmi ces mécanismes, peuvent étre citées des mutations
touchant 1xB, une activation anormale des récepteurs a tyrosine kinase (dont ’EGFR), la perte
des effets inhibiteurs de certains génes suppresseurs de tumeurs (PTEN) ou I’activation
d’autres voies de signalisation (voie des MAPK, voie de Ras) (274, 343, 345, 346). Smith, et
coll. (347) ont démontre que le facteur de transcription NF-kB contr6lait la croissance des
lignées de gliomes malins U118 et U87, une inhibition par siRNA de NF-xB réduisant de
90% la croissance cellulaire, ce qui semble indiquer que ce facteur de transcription joue un

role central dans la croissance des glioblastomes.

Nous nous sommes donc intéressés a ce facteur de transcription et nous avons quantifié

I’expression des formes actives de p65 et p50 sur les xénogreffes TCG3 et U87, ainsi que sur

1 COX2 : CYcloOXygénase 2 ; c-FLIP : FADD Like Interleukin 1/ converting enzyme Inhibitory Protein.
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du tissu cérébral humain sain. Nos résultats montrent une expression significativement plus
importante de ces deux protéines dans les xénogreffes par rapport au cerveau sain. Ces
données sont en cohérence avec différents travaux de la littérature. Ainsi, une des premieres
études réalisées a mis en évidence sur des échantillons cliniques (gliomes de bas et de haut
grade) une activation constitutive de p50 et de p65 (348). En 2002, Nagai, et coll. (349) ont
confirmé ces résultats en travaillant a la fois sur des échantillons cliniques d’astrocytomes de
haut grade et sur des lignées de gliomes établies a partir de prélevements cliniques. Ces
auteurs ont démontré, par immunohistochimie et par gel-shift, que NF-xB était
constitutivement activé a la fois sur les lignées de gliomes et sur les échantillons cliniques.
Enfin, I’étude la plus compléte a été rapportée par Wang, et coll. (350). Dans cette étude, les
auteurs ont évalué I’état d’activation de NF-xB par immunohistochimie et gel-shift sur 259
biopsies ou piéces d’exérése de tumeurs gliales. Cette étude a démontré que le facteur de
transcription NF-xB est surexprimé et constitutivement activé dans les gliomes, tous grades
confondus. De plus, il a été montré qu’il existe une corrélation positive entre le niveau
d’activation de NF-kB et le grade histologique de I’échantillon considéré. Par exemple, la
sous-unité p65 est surexprimée dans 81% des glioblastomes, dans 65% des astrocytomes

anaplasiques et dans seulement 14% des astrocytomes de bas grade.

Le facteur de transcription NF-xB apparait donc comme constitutivement activé dans les
gliomes de haut grade et nos résultats concernant les expressions de p65 et de p50 sous forme
active confirment une situation identique sur nos modéles de gliome xénogreffés. Cette
caractéristique commune aux gliomes de haut grade a conduit un certain nombre d’équipes a
utiliser I’inhibition de NF-xB comme stratégie thérapeutique. Ainsi, Nagai, et coll. (349) ont
montré qu’il était possible de réduire significativement la synthese d’ADN et la croissance
cellulaire sur 7 lignées de gliomes traitées par un oligonculéotide antisens dirigé contre p65.
De méme, la curcumine (inhibiteur non sélectif de NF-xB) a montré un potentiel intéressant
en bloquant la prolifération cellulaire et en induisant I’apoptose de lignées d’astrocytomes
humains (351). Par ailleurs, I’utilisation de sulfasalazine (classiquement utilisée comme anti-
inflammatoire dans les maladies inflammatoires chroniques) permet non seulement de bloquer
I’activation de NF-xB mais aussi de diminuer significativement le volume de tumeurs U87
implantées en orthotopique chez la souris (352) Enfin, Li, et coll. (353) ont abouti aux mémes
conclusions sur un modele similaire (U87 implanté en orthotopique) en utilisant une approche

de thérapie génique visant a bloquer spécifiquement la protéine p65. Toutes ces données font
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que le facteur de transcription NF-kB apparait comme une cible potentiellement intéressante

dans le traitement des gliomes malins.

b. NF-xB et radiothérapie

La principale raison invoquee afin d’expliquer la potentialisation de I’efficacité antitumorale
de la radiothérapie par les inhibiteurs de protéasome est I’inhibition de I’activation radio-
induite du facteur de transcription NF-xB. NF-xB peut étre activé sous I’effet de différents
stimuli, dont la radiothérapie (354). Une des premiéres études décrivant ces effets est celle de
Brach, et coll. (355) qui ont démontré que les radiations ionisantes augmentaient I’expression
et les capacités de fixation a I’ADN de NF-xB sur des cellules myéloides humaines KG-1. Ce
phénomene était détectable a 2 Gy et atteignait son maximum entre 5 et 20 Gy. Une revue
récente de Criswell, et coll. (275) présente les facteurs de transcription activés par les
radiations ionisantes et établit que NF-xB fait partie des 3 principaux facteurs activés apres
irradiation a doses cliniques dans les cellules de Mammiferes. Ces travaux justifient du choix

de NF-xB comme cible en radiosensibilisation.

Nous avons donc étudié I’effet de la radiothérapie administrée dans des conditions de
fractionnement clinique sur I’état d’activation de p65 et de p50 sur les lignées TCG3 et U87.
Nos résultats montrent que nos deux lignées se comportent difféeremment. La lignée TCG3
présente une expression accrue des formes actives de p65 et p50 que la radiothérapie soit
fractionnée ou non. L’augmentation de I’expression de ces deux protéines suggére la
formation de complexes NF-xB p65-p50, ce qui se traduit par I’induction de I’expression des
genes cibles de NF-kB, TNFa et IL-6. Ces effets sont majeurs dans le cas de la radiothérapie
fractionnée, par rapport au traitement non fractionné. En revanche, la lignée U87 traitée par
radiothérapie, fractionnée ou non, ne montre aucune variation significative de I’expression des
formes actives de p65 et p50. Le mécanisme moléculaire par lequel la radiothérapie active
NF-xB a été décrit par Huang, et coll. (356). Les cassures double brin induites par la
radiothérapie provoquent le recrutement de la kinase ATM qui phosphoryle la protéine
NEMO (NF-«xB Essential MOdulator). Ceci conduit au passage de NEMO dans le cytoplasme

ou il va se fixer sur les complexes IKK et induit ainsi la dégradation de I-«B.
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Nos résultats pour la lignée U87 montrent que le facteur de transcription NF-xB n’est pas
systématiquement activé apres radiothérapie. Les raisons expliquant cette différence de
comportement entre nos deux lignées ne sont pas clairement élucidées et plusieurs hypothéses
sont possibles. Tout d’abord, il serait intéressant de vérifier la fonctionnalité de la voie ATM-
NEMO-IKK a la recherche d’un déficit éventuel expliquant I’absence d’activation sous
radiothérapie pour la lignee U87. Une étude des possibilités d’activation de NF-xB par
I’intermédiaire d’autres stimuli (TNFa, IL-6...) est également une perspective intéressante

dans ce cadre.

Par ailleurs, si les données de la littérature s’accordent sur I’activation radio-induite de NF-
kB, méme a des doses aussi faibles que 2 Gy, tres peu d’intérét a été accordé a la réitération
de cette méme dose. A notre connaissance, une seule étude a été consacrée aux conséquences
de I’administration a un jour d’intervalle de deux fractions de radiothérapie (357). Cette étude,
réalisée sur des cultures primaires d’astrocytes, a montré que, si la premiére fraction
d’irradiation activait le facteur de transcription NF-xB, la seconde fraction était incapable
d’avoir un effet similaire, le niveau d’activation de NF-kB restant identique a celui de cellules
non irradiées. Les auteurs ont montré que la premiére fraction de radiothérapie provoque une
augmentation de la transcription du gene codant pour IkB, ce qui met les cellules dans
I’incapacité de répondre a une nouvelle stimulation de la cascade IKK-NF-xB. La durée de
cette "désensibilisation” semble dose-dépendante, mais les auteurs ont montré que cette durée
pouvait atteindre 24h pour une dose de 1,5 Gy. Aucun effet similaire n’a été décrit pour des
cellules tumorales ou pour des xénogreffes. Il est possible que ce type de "désensibilisation”
se produise dans le cas de la lignée U87, ceci pourrait expliquer I’absence d’activation de NF-

kB par la radiothérapie observée pour cette lignée.

Nous avons ensuite étudié I’impact de I’association bortézomib — radiothérapie sur
I’expression des formes actives de p65 et p50. Nos résultats montrent que ces expressions
restent stables ou augmentent pour I’association par rapport a celle du groupe recevant la
radiothérapie seule pour la lignée TCG3. Il est possible que cette augmentation résulte de
I’augmentation de I’activité du protéasome que nous avons obtenue apres deux injections de
bortézomib. En revanche, la lignée U87 ne présente aucune modification d’expression des
formes actives de p65 et de p50, quel que soit le traitement recu. Une étude de I’expression de
IxB et de IxB phosphorylé permettrait d’obtenir le lien direct entre activité du protéasome et

expression des formes actives de p65 et p50.
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De fagon surprenante, nos expérimentations en RT-PCR quantitative pour la lignée TCG3
n’ont pas montré d’augmentation de la transcription des génes cibles de NF-xB, que le
traitement soir fractionné ou non. Dans le cas du traitement fractionné, le groupe recevant
I’association BTZ + RT présente méme une expression génique du TNFa et de I’1L-6 réduite
par rapport au groupe traité par radiothérapie seule. Nous n’avons pas d’explications claires
concernant ces réesultats. 1l serait intéressant d’étudier les effets des injections réitérées de
bortézomib sur I’expression des formes actives de p65 et de p50 active ainsi que que
I’expression des transcrits du TNFa et de I’IL-6. En outre, Sung, et coll. ont montré sur des
cellules de carcinome de la téte et du cou que le bortézomib induisait une réponse complexe
en ce qui concerne I’activation de NF-kB et la transcription de ses génes cibles. Une approche
dynamique de I’activité transcriptionnelle de NF-xB est nécessaire afin de véritablement
caracteériser les effets de cette molécule (358). Une autre hypothese est possible : la protéine
p50, ne possedant pas de domaine de transactivation, doit étre complexée soit avec p65, soit
avec RelB ou c-Rel pour induire la transcription génique (270). Il est possible que le
traitement par I’association bortézomib-radiothérapie provoque le recrutement de complexes
NF-kB p50-p50 ne possédant pas de domaine de transactivation : dans ce cas, NF-kB joue un
role d’inhibiteur de la transcription (272). 1l est possible qu’un phénomeéne de ce type ait lieu
lors de I’association BTZ + RT, etant donné I’augmentation tres importante de I’expression de
la sous-unité p50 sous forme active. En revanche, nous n’avons aucun élément expliquant

pourquoi le traitement par radiothérapie seule entraine le recrutement de complexes différents.

4. Effets cellulaires de la radiothérapie

Nous avons étudié les effets de la radiothérapie fractionnée ou non en termes de prolifération
a I’issue de la premiére semaine de traitement. De facon surprenante, nos résultats montrent
que pour la lignée TCG3, la radiothérapie provoque une augmentation de I’indice de
prolifération alors que la lignée U87 présente un indice de prolifération diminué pour un
traitement identique. Dans les deux cas, les résultats sont significatifs par rapport au groupe
CTRL. Le fractionnement de la radiothérapie induit une amplification des effets observés
pour le traitement non fractionné. Cette différence de comportement entre les deux lignées est
corrélée a la différence de réponse en termes d’activation de NF-xB pour les deux lignées. Le

facteur de transcription NF-xB est connu pour induire la transcription de genes favorisant la
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prolifération cellulaire, et il est possible que I’activation de NF-kB participe a I’augmentation
du nombre de cellules en prolifération pour la lignee TCG3. En revanche, la radiothérapie

n’induit pas d’activation de NF-xB pour la lignée U87.

Nos résultats pour la lignée TCG3 ne traduisent pas une aggressivité accrue des xénogreffes
aprés radiothérapie, ce traitement induisant un retard de croissance tumorale marque. Il est
possible que I’augmentation du marquage pour la protéine Ki-67 soit le résultat d’un arrét
dans le cycle cellulaire. La radiothérapie est connue pour induire des arréts dans le cycle
cellulaire, notamment en phase G2/M (359, 360). Si cet arrét est suffisamment long, les
cellules quiescentes entrent en cycle, alors qu’aucune cellule ne passera en phase G0. Dans ce
cas, on peut observer une augmentation “artificielle” du marquage par des anticorps anti-Ki-
67. Nos résultats sur la distribution dans le cycle cellulaire confirment cette hypothése. En
effet, nous observons un important arrét du cycle cellulaire en phase G2/M dans le cas de la
lignée TCG3. En revanche pour la lignée U87, les arréts dans le cycle cellulaire sont trés peu
marques et n’expliquent pas les variations importantes du pourcentage de cellules

positivement marquées pour la protéine Ki-67.

Il est également possible que I’augmentation du nombre de cellules positivement marquées
pour la protéine Ki-67 dans le cas de la lignée TCG3 soit due a la repopulation cellulaire qui
se produit lors du traitement par radiothérapie fractionnée (335, 361, 362). Classiquement,
I’induction de la mort cellulaire par radiothérapie conduit a un phénomene compensateur de
prolifération. Un des mécanismes contributifs les plus pertinents est la "sélection”, par le
traitement radiothérapique, des cellules les plus radiorésistantes, susceptibles de recoloniser la
tumeur. Il est probable que les cellules souches tumorales jouent un réle dans ce phénoméne
de repopulation. Bao et coll. (30) ont montré que I’exposition de fragments de gliomes a une
irradiation de 2 Gy entrainait la multiplication par 3 a 4 du pourcentage de cellules dites
"souches” ou progénitrices. Des résultats similaires ont été rapportés par Kang, et coll. (33).
Cette augmentation de cellules hautement proliférantes participe certainement a
I’augmentation de I’indice de prolifération radio-induit obtenu pour la lignée TCG3.
Toutefois, nous observons également une augmentation de la prolifération lorsque les tumeurs
de la lignée TCG3 recoivent un traitement par radiothérapie non fractionné et aucun élément

n’explique pourquoi la lignée U87 ne présente pas ce phénomene de repopulation cellulaire.
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Dans le cas de la lignée TCG3, les effets pro-prolifératifs de la radiothérapie sont corrélés
avec I’activation de la transcription des genes cibles de NF-«B. Il est possible de réitérer cette
corrélation pour le groupe BTZ + RT qui ne présentait aucune modification de I’expression

des genes cibles de NF-xB par rapport au groupe CTRL.

Il n’en reste pas moins que la différence de comportement trées marquée entre les lignees
TCG3 et U87 en termes de prolifération ne conduit pas a des différences flagrantes en termes
de sensibilité a la radiothérapie. Les délais de croissance tumorale nécessaires pour atteindre 3
fois le volume initial sont respectivement de 50 et 41 jours pour les tumeurs TCG3 et U87
respectivement dans le cas du traitement fractionné (pour le traitement non fractionné 57 et 54
jours pour les lignées TCG3 et U87 respectivement). L’effet précoce des traitements (24h
apres la derniére fraction d’irradiation) sur I’indice de prolifération ne semble donc pas rendre
compte directement de I’effet macroscopique obtenu ultérieurement. Une étude réalisée plus
tardivement par rapport a la fin des traitements serait intéressante afin de mieux corréler effets
cellulaires et macroscopiques. La méme remarque peut étre effectuée en ce qui concerne les
effets des traitements sur la mort cellulaire. Ainsi, la mort mitotique est une des voies
prépondérantes de mort cellulaire apres radiothérapie, et les cellules sont alors susceptibles de
mourir apres plusieurs mitoses (363). Il est donc difficile dans nos conditions d’analyse de
differencier les cellules tumorales viables de celles qui mourront a I’issue de plusieurs
mitoses. Dans ce cas également, une étude des effets du traitement effectuée plus tardivement

serait opportune.
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IV. Conclusions

Un certain nombre de travaux ont montré que I’inhibition de I’activité du protéasome
permettait d’obtenir une radiosensibilisation sur divers modéles de tumeurs in vitro (266, 364-
367). Nous avons montré que sur deux modeles de gliome malin xénogreffé chez la souris
nude, le bortézomib augmentait massivement I’efficacité de la radiothérapie. A I’inverse, nos
travaux mettent également en évidence une absence de potentialisation des effets de la
radiothérapie par le bortézomib lorsque les traitements sont fractionnés selon des doses et un
schéma directement inspirés de la pratique clinique. Les investigations que nous avons

menées sur nos modéles nous permettent d’avancer plusieurs explications :

- les effets "déléteres" du bortézomib administré en injections réitérées sur nos
modeles : non seulement les tumeurs perdent leur sensibilité aux effets inhibiteurs du

bortézomib mais elles présentent une activité du protéasome accrue ;

- I’effet protecteur du bortézomib sur I’apoptose radio-induite sur nos modeles : cet effet
est sans doute lié & I’augmentation de I’activité du protéasome apres deux injections

consécutives ;

- la place discutable du facteur de transcription NF-xB dans la radiorésistance des
gliomes malins : la majorité des études rapportant une radiopotentialisation par un
inhibiteur de protéasome invoque des effets inhibiteurs sur le facteur de transcription
NF-kB. Notre étude démontre non seulement que ce facteur n’est pas systématiquement
activé apres radiothérapie mais que son role dans la réponse a la radiothérapie reste a
définir. En effet, les expérimentations en RT-PCR quantitative montrent que la
suppression de la transcription des génes cibles de NF-xB (lors de I’association BTZ +
RT) ne se traduit pas forcément par une amélioration de la réponse globale des
xénogreffes. Un certain nombre d’études récentes s’interrogent d’ailleurs sur un role

potentiel de NF-«xB en tant que suppresseur de tumeur (368, 369).

Par ailleurs, un nombre croissant d’équipes s’intéresse a la résistance aux inhibiteurs de
protéasome utilisés dans le traitement des tumeurs solides. D’une part, des travaux montrent
que les résistances peuvent étre dues a I’incapacité du bortézomib a inhiber I’activation de

NF-kB, ces résultats étant obtenus sur divers types tumoraux (370-372). Allen, et coll. ont
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également montré sur des prélevements cliniques de cancer de la téte et du cou que le
bortézomib était capable d’inhiber la voie classique d’activation de NF-xB, mais qu’il
n’inhibait pas la voie alternative (373). D’autre part, dans des cellules de carcinome
mammaire, Shi, et coll. ont montré que I’inhibition du protéasome s’accompagnait de
I’inhibition de I’activité pro-apoptotique de JNK (374). L’équipe de Sloss, et coll. (375)
rapporte également que I’inhibition du protéasome par le bortézomib ou le NP1-0052 dans des
cellules de cancer pancréatique conduit a la stimulation des voies mitogéniques impliquant
I’EGFR, ERK1/2, Akt et JNK. Ces études montrent que la stimulation de ces voies limite,
voire supprime, le potentiel pro-apoptotique des inhibiteurs de protéasome. Etant donné
I’importance de la voie de signalisation impliquant le récepteur a I’EGF dans les gliomes
malins, il serait intéressant d’étudier les effets du bortézomib sur nos lignées dans ce cadre.
Enfin, ces exemples illustrent la complexité des relations du protéasome avec les voies de
signalisation intracellulaire, résultat de la place centrale qu’occupe le systeme ubiquitine-
protéasome au sein de la cellule. 1l est aisé de supposer que les réponses complexes que
generent la radiothérapie et I’inhibition du protéasome rendent difficile toutes extrapolations

et que ce type d’association doit étre évalué pour chaque type tumoral d’intérét.

Au final, méme s’il existe un rationnel théorique fort justifiant du potentiel radiosensibilisant
du bortézomib, relativement peu d’études précliniques ont rapporté des réesultats en
radiosensibilisation (6 études publiées depuis 2001). Sur le plan clinique, seule I’étude de Van
Waes, et coll. réalisée sur seulement 7 patients évaluables a été publiée (268). Les autres
données cliniques rapportées consistent en des "case report" décrivant des effets toxiques lors
d’irradiation ponctuelle chez des patients traités par bortézomib (376), méme si ces effets
n’ont pas été mis en évidence par tous les investigateurs (377). Il semble qu’en conditions de
fractionnement clinique, le bortézomib ne présente pas d’intérét en association avec la
radiothérapie et les propriétés radiosensibilisantes des inhibiteurs de protéasome mériteraient

d’étre étudiées dans des conditions plus proches de la pratique clinique.
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Chapitre 9 : Conclusions et perspectives

La radiothérapie fait partie intégrante du traitement indiqué chez les patients atteints de
gliome malin et a démontré depuis plusieurs décennies sa capacité a améliorer
significativement la survie des malades. Néanmoins, la faible espérance de vie des patients
atteints des formes les plus malignes nécessitent le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques viant a améliorer le contréle tumoral. Depuis 2005, I’administration
concomitante d’un agent de chimiothérapie (ttmozolomide) a la radiothérapie est devenue un
standard thérapeutique, officialisant I’intérét des associations radiothérapie-chimiothérapie
concomitantes dans le traitement des gliomes de haut grade. Toutefois, la faible amélioration
de survie ainsi apportée reste insuffisante et la mise au point de nouvelles associations radio-

chimiothérapie concomitante est a poursuivre.

Dans ce cadre, les objectifs de ce travail étaient d’étudier I’intérét d’associer a la radiothérapie
un inhibiteur de protéasome, le bortézomib sur des xénogreffes de gliome malin humain chez
la souris nude et de comprendre I’intéraction entre ces deux modalités thérapeutiques. Les
inhibiteurs de protéasome constituent une nouvelle classe d’agents anticancéreux a
mécanisme d’action original. Le bortézomib (Velcade®), chef de file de cette classe, est
actuellement indiqué dans le traitement du myélome multiple en rechute. Plusieurs études
précliniques in vitro ont montré que le bortézomib, comme d’autres inhibiteurs de
protéasome, présentait des propriétés pro-apoptotiques et anti-prolifératives sur des lignées
cellulaires de gliomes. En outre, les propriétés radiosensibilisantes des inhibiteurs de

protéasome ont été mises en évidence sur divers types tumoraux.
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Une des problématiques majeures des études portant sur les effets de la radiothérapie est le
tres faible nombre de travaux consacrés a I’évaluation des conséquences de I’irradiation
délivrée selon des doses et des schémas thérapeutiques calqués sur la pratique clinique. Il est
établi que les effets de fortes doses délivrées en une seule fois ne peuvent étre extrapolés aux
effets de doses plus faibles administrées de facon réitérée. Notre approche a donc consisté a
utiliser des schémas de traitement proches de ceux pratiqués chez I’Homme afin d’apporter
des éléments rationnels forts permettant d’évaluer au mieux I’intérét de proposer cette
association en essai clinique. Nous avons systématiquement comparé ces effets a ceux de

fortes doses délivrées en administration unique.

Les études de radiopotentialisation que nous avons realisées montrent d’une part que le
bortézomib est un radiosensibilisant puissant sur nos deux modeles de gliome malin lorsqu’il
est administré selon des schémas de traitement non fractionnés. D’autre part, lorsque la
chimiothérapie et la radiothérapie sont fractionnées selon des schémas cliniques, le
bortézomib perd son potentiel radiosensibilisant. La perte du pouvoir radiosensibilisant suite
au fractionnement des traitements n’a jamais été rapportée dans la littérature pour le type

tumorale et la molécule étudiés.

Nos travaux nous ont egalement mené & étudier les effets cellulaires et moléculaires des
traitements. Nous avons montré que le bortézomib, administré en injections réitérées induisait
une augmentation de I’activité du protéasome. Ce phénoméne particulier participe sans doute
a la perte de I’effet radiosensibilisant observé dans les études d’efficacité antitumorale. Quel
que soit le mode d’administration, le bortézomib s’est averé incapable de ralentir la croissance
tumorale des deux modéles de gliome malin étudiés, ce qui contraste avec les espoirs suscités
par cette molécule sur des cultures cellulaires de gliome. Les nouveaux inhibiteurs de
protéasome actuellement en cours de développement sont plus spécifiques et inhibent de
facon irréversible les trois activités catalytiques du protéasome, ce qui leur confére une
efficacité potentielle accrue. Leur évaluation sur des xénogreffes de gliome malin devrait
permettre de déterminer si cette calsse thérapeutique est susceptible de trouver sa place dans

I’arsenal thérapeutique du neuro-oncologue.

209



TRAVAIL EXPERIMENTAL — Conclusions et perspectives

Nous avons également focalisé nos investigations sur les effets de la radiothérapie sur les
xenogreffes de gliome malin. Nous avons montré que les deux modeles étudiés présentaient
des réponses moléculaires et cellulaires trés différentes, en dépit de réponses globales
similaires. Nos travaux montrent que les deux modes d’administration utilisés conduisent
également a des effets tres différents, voire opposés. Nos études interrogent enfin sur la place
du facteur de transcription NF-xkB dans la réponse a la radiothérapie sur des modéles de
gliome malin, ce facteur ne semblant pas jouer un réle déterminant dans le devenir des
tumeurs post-irradiation. Ces données, comme celles obtenues lors du traitement par
bortézomib, sont a valider sur des modeles orthotopiques, ou la tumeur cérébrale évolue dans
son environnement d’origine. Nos travaux illustrent également la complexité de la réponse
cellulaire et moléculaire a la radiothérapie, complexité encore accrue lors de I’association
avec un inhibiteur de protéasome dont les effets vont s’intriquer avec ceux de la radiothérapie.
Il est donc nécessaire d’évaluer systématiquement les schémas de traitement selon les
possibilités pratiques de la situation clinique afin d’apporter des éléments les plus rationnels

possibles pour I’initiation d’essais cliniques pertinents.

En conclusion, les éléments apportés par nos travaux ne plaident pas en faveur de I’utilisation
du bortézomib en tant qu’agent radiosensibilisant dans le traitement des gliomes malins. De
plus, le fait d’utiliser des modéles tumoraux in vivo et de fractionner les traitements conduits a
des effets moléculaires et cellulaires différents de ceux obtenus lorsque les traitements sont
administrés en dose unique. En depit de la lourdeur des expérimentations menées in vivo et
utilisant des schémas thérapeutiques cliniques, ce type d’approche est indispensable afin
d’évaluer aussi bien la pertinence des cibles thérapeutiques que I’efficacité potentielle des
traitements. Ceci constitue un point fondamental afin d’apporter le plus rapidement possible
de nouvelles solutions thérapeutiques efficaces pour les patients
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Liste des abréviations

AA : Astrocytomes Anaplasiques

AAA : ATPases Associated with a variety of cellular Activities
17-AAG : 17-N-AllylAmino-17-demethoxyGeldenamycin
ACNU : 1-(4-amino-2-methyl-5-pyrimidinyl)-methyl-(2-chloroethyl)-3-nitrosourea
ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc : ADN complémentaire

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

Ara-C : Aracytine

ARN : Acide RiboNucléique

ATM : Ataxia Telengiectasia Mutated

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

AUC : Area Under Curve

BAG-1 : Bcl-2-associated AthanoGene

BCNU : carmustine

BHE : Barriere Hémato Encéphalique

Bq : Becquerel

BTZ : BorTéZomib

Cct : concomitant

CDK : Cyclin-Dependant Kinase

CF : Cystic Fibrosis

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane Receptor
CHIP : Carboxy terminus of Hsp70-Interacting Protein
CKI : Cyclin-dependant Kinase Inhibitor

c-Ra : acide cis-rétinoique

COX2 : CycloOXygénase 2



CYP : Cytochrome P450

DCC : Deleted in Colon Cancer

DCT : Délai de Croissance Tumorale

DMT : Dose Maximale Tolérée

DNA-PK : DNA-dependent Protein Kinase

DUB : enzyme de DéUBIiquitinylation

EGF : Epidermal Growth Factor

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor

ENac : Epithelial Na* channel

EORTC : European Organisation for Research and Treatment of Cancer
ERAD : Endoplasmic Reticulum-Associated protein Degradation
c-FLIP : FADD Like Interleukin 1/ converting enzyme Inhibitory Protein
FLT-3 : FMS Like Tyrosine kinase 3

5-FU : 5-FluoroUracile

GBM : glioblastome

GM : gliome malin

Gy : Gray

HAART : Highly Active Anti Retroviral Therapy

HDAC : Histone DeACetylase

HECT : Homologous to the E6-AP Carboxy-Terminus
HER2/neu : Human Epidermal growth factor Receptor 2

HHV : Human Herpes Virus

HPV : Human Papilloma Virus

Hsp : Heat Shock Protein

IxB : Inhibitor of NF-xB

IAP : Inhibitor of Apoptosis

ICAM-1 : pro-Inflammatory Cell Adhesion Molecule 1

IKK : I-xB Kinases

IL : InterLeukin

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

JAMM/MPN+ : JAB 1/MPN/Mov34 metalloenzyme/Mrplp Padlp N-terminal domain
JNK : ¢c-Jun N terminal Kinase

LLC : Leucémie Lymphoblastique Chronique

LMA : Leucémie Myéloblastique Aigué



LMC : Leucémie Myéloide Chronique

LOH : Loss Of Heterozygosity

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

MDM?2 : Mouse Double Minute 2

MGMT : O6-MethylGuanine-DNA MethylTransferase
MKP-1 : Mitogen-activated protein Kinase Phosphatase-1
MMR : Mutations in the DNA Mismatch Repair
MS : Maladie Stable

MTOR : Mammalian Target Of Rapamycin

NCI : National Cancer Institute

NEMO : NF-«B Essential MOdulator

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

NLS : Nuclear Localisation Signal

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OTU : Ovarian TUmor

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCV : procarbazine — lomustine - vincristine
PDGFR : Platelet Derived Growth Factor Receptor
P-gp : P-glycoprotein

PKCSB : Protein Kinase C g

PI3K : Phosphatidylinositol-3 Kinase

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10
PSA : Prostate Specific Antigen

Rb : Retinoblastoma Protein

RC : Réponse Complete

RCT : Retard de Croissance Tumorale

RE : Réticulum Endoplasmique

RING : Really Interesting New Gene

RP : Réponse Partielle

Rpn : Regulatory particle triple-A protein

Rpt : Regulatory particle non-ATPase

RR : Response Rate

RRP : Ratio de RadioPotentialisation

RCh : RadioChirurgie



RT : RadioThérapie

RT-PCR : Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
RUPture : Regulated Ubiquitin/proteasome-dependent Processing
SAHA : SuberoylAnilide Hydroxamic Acid

SAPK : Stress Activated Protein Kinase

SIDA : Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise

Src : SaRComa protein kinase

SUMO : Small Ub-related MOdifier

Tm : température de fusion

TMZ : témozolomide

TNF : Tumor Necrosis Factor

TRAIL : TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
TRAF : TNF Receptor-Associated Factor 1

TSC : Tuberosis Sclerosis Complex

Ub : ubiquitine

UBP : UBiquitin-specific processing Protease group
UCH : Ubiquitin Carboxy-terminal Hydroxylases

UPR : Unfolded Protein Response

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule 1

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
VHL : Von Hippel Lindau
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Abstract. Bortezomib and other proteasome inhibitors have
demonstrated an interesting antitumor activity against glioma
cell lines. The present study aimed to evaluate the cytotoxic
potential of bortezomib in vivo on two human malignant
glioma xenografts using doses relevant to clinical practice.
The TCG3 and U87 malignant glioma xenografts were
heterotopically implanted onto nude mice. Bortezomib effects
were evaluated using the three different doses of 0.25, 0.45
and 0.90 mg/kg. Proteasome chymotrypsin-like activity was
measured by a fluorimetric method. Analysis of the cell cycle
distribution was performed after propidium iodide staining.
The apoptotic rate and proliferative index were determined
by an immunohistochemical detection of cleaved caspase-3
and Ki-67, respectively. Our data showed that bortezomib
induced a dose-dependent inhibition of proteasome chymo-
trypsin-like activity in the two glioma models. Maximal
inhibition was achieved 24 h after drug injection and was
~30% of basal proteasome activity. However, this effect did
not induce any increase in the apoptotic rate and did not
modify cell cycle distribution. At the maximal dose tested
(0.90 mg/kg), bortezomib did not show any growth delay as
compared to untreated tumors, in either of the xenograft
models. In conclusion, our study is the first to demonstrate
that bortezomib, at a clinically relevant dose, did not have
any effect on the apoptosis and proliferation of malignant
gliomas in vivo. These results contrast with the promising
preclinical data obtained in vitro with this drug and
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emphasize the importance of performing preclinical studies
on animal models, in conditions close to clinical settings.

Introduction

Malignant gliomas are the most common primary central
nervous system tumors in adults and are uniformly fatal
despite aggressive therapy. Currently, standard-of-care for
glioblastoma consists of surgical resection and ionizing
irradiation concomitantly delivered with temozolomide,
followed by adjuvant temozolomide (1). Although many
chemotherapeutic regimens have been proposed, the median
survival for patients with newly diagnosed malignant glioma
is 8-15 months and has not significantly increased in the last
three decades. Only 3% of patients are still alive 5 years after
diagnosis (2). The failure of current therapies can be linked
to multiple factors including inherent tumor resistance to
standard chemo- and radiotherapy, early invasion of tumor
cells into normal brain preventing complete surgical resection,
and limitations of drug delivery due to the blood-brain barrier.
Thus, new treatment concepts or cytotoxic drugs are urgently
needed to improve patient outcome.

The ubiquitin-proteasome pathway plays an essential role
in the degradation of most short- and long-lived intracellular
proteins in eukaryotic cells. At the heart of this degradative
pathway is the 26S proteasome, an adenosine triphosphate-
dependent multicatalytic protease (3). Proteolytic degradation
of damaged, oxidized, or misfolded proteins is part of the
housekeeping role for the 26S proteasome. In addition, the
26S proteasome plays a vital role in degrading regulatory
proteins that govern the cell cycle, transcriptional factor
activation, apoptosis and cell trafficking (3,4). Proteasome
inhibitors represent a relatively new class of antineoplastic
agents that act by interfering with the catalytic 20S core of
the proteasome, thereby preventing the elimination of diverse
cellular proteins targeted for degradation (5,6). Bortezomib is
the first-in-class proteasome inhibitor that had reached clinical
trials and is currently indicated in the treatment of relapsed/
recurrent multiple myeloma patients (7). Initial preclinical
screening by the National Cancer Institute revealed that
bortezomib potently inhibited cell proliferation in a broad
range of tumor types, including glioblastoma cell lines (8).
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Such results have been confirmed by recent studies reporting
on the effects of bortezomib on human glioma cell lines (9,10).
Among these studies, Yin et al (10) have demonstrated that
bortezomib induced a G2/M cell cycle arrest associated with
an increase of apoptotic cells in the two glioma cell lines and
primary glioblastoma explants.

Thus, the present study aimed to evaluate the effect of
bortezomib in vivo on two human malignant glioma xeno-
grafts using regimens close to clinical practice.

Materials and methods

Animals and tumors. Athymic NCr/Sed nude (nu/nu) female
mice, 7-8 weeks of age, were purchased from Charles River®
(St. Germain sur 1'Arbresle, France) and housed for 1 week
before experimentation. For all experiments, animals had
access to food and water ad libitum. Animal procedures were
performed according to institutional and national guidelines
(EC directive 86/609/CEE, French decree no. 87-848).
Surgical procedures were carried out under general anesthesia
obtained by intraperitoneal (i.p.) injection of xylazine 8 mg/kg
and ketamine 90 mg/kg.

Tumor xenografts were obtained as previously described
(11). Briefly, the first model (TCG3) was derived from an
anaplastic oligodendroglioma (according to WHO grading,
2007) of a 58-year-old woman. Samples of the patient tumor
were directly subcutaneously (s.c.) transplanted into the hind
leg of mice, providing the first xenografts. The second model
(U87) was originally obtained by subcutaneously injecting a
suspension of U87 human malignant glioma cells (10° cells
in 0.1 ml 0.9% NaCl), purchased from the American Type
Culture Collection (HTB-14), into the hind legs of mice.
TCG3 and U87 glioma models were then maintained in vivo
by sequential passages of tumor fragments in nude mice.
Tumor samples are regularly analyzed to ensure the genetic
stability of the xenografts.

Treatment procedures. Treatments started when tumors
reached a volume of 250+50 mm? (V0). Mice were randomly
assigned into different groups. In the CTRL group, mice were
not treated. Bortezomib (BTZ) was administered intravenously
(i.v.) at different doses (0.25, 0.45 or 0.90 mg/kg). BTZ was
provided by Janssen-Cilag (Issy les Moulineaux, France) and
was prepared according to the manufacturer's instructions.

208 proteasome activity. The effects of bortezomib on
proteasome chymotrypsin-like activity were measured as
previously described (8,12). Briefly, at a selected time point
after i.v. bortezomib administration, tumor samples were
collected and frozen at -80°C. After thawing, tumor samples
were weighed and homogenized in 2 ml/g lysis buffer (50 mM
Tris HCI; 2 mM DTT; 5 mM MgCl, and 250 mM sucrose).
After centrifugation (10,000 g for 10 min at 4°C), supernatants
were collected and the protein concentration was measured.
Protein (100 pg) from each sample was diluted in lysis buffer
to a final volume of 100 u1 and the fluorogenic peptide sub-
strate (succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Sigma) was added
at a final concentration of 100 #M. The reaction mixtures were
incubated at 37°C for 2 h. Free 7-amido-4-methylcoumarin
(AMC) liberated by the substrate hydrolysis was quantified on
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Figure 1. Effect of bortezomib on proteasome chymotrypsin-like activity in
TCG3 (A) and U87 (B) xenografts. Activity was assessed 2 and 24 h after
i.v. bortezomib administration by a fluorimetric assay. Results are expressed
as a median activity of at least four tumors per treatment group; “p<0.05.

a fluorescence plate reader (Safas, Monaco) with an excitation
filter of 380 nm and an emission filter of 460 nm.

Cell cycle distribution. Cell cycle distribution was deter-
mined by DNA content analysis after propidium iodide
staining. Briefly, tumor samples were incubated with trypsin
(0.03 mg/ml) and were dissociated using a Potter pestle.
Samples were then treated with RNase A (0.1 mg/ml) and
incubated with propidium iodide (0.4 mg/ml) for 30 min in
the dark. Before cytometry, samples were filtered on a nylon
mesh. An analysis of cell cycle distribution was performed
using a FACSCalibur flow cytometer equipped with
CellQuest and ModFit LT software (Becton-Dickinson,
Heidelberg, Germany).

Proliferation and apoptotic determination. Proliferation and
apoptotic indices were determined by immunohistochemistry
as previously described (13). Briefly, 24 h after bortezomib
treatment, tumors were excised and immediately fixed in
10% (v/v) buffered formalin, pH 7.4, for 72 h and paraffin-
embedded. Serial coronal 5 ym sections were cut through the
center of the xenografts. Proliferation and apoptotic indices
were measured on sections stained either with a species-
unspecific rabbit monoclonal antibody (clone SP6, Lab vision
Corporation, Westinghouse, USA; diluted 1:100) to the cell
cycle-associated antigen Ki-67, or with an anti-cleaved
caspase-3 rabbit anti-serum (BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA; diluted 1:1000) and the percentage of positively-
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Figure 2. Effect of bortezomib on tumor proliferation and cell cycle distribution. (A and B) Cell cycle analysis in TCG3 (A) and U87 (B) xenografts. Cell
cycle distribution was analyzed 24 h after the bortezomib injection. Cell cycle was assessed by propidium iodide staining and flow cytometry. For each treatment,
the percentage of cells in the GO/G1, S, or G2/M phase of the cell cycle indicated is the mean distribution (+ SD) of at least 4 tumors. (C) The proliferative
index corresponds to the percentage of tumor cells positively labeled for Ki-67 and was determined 24 h after the bortezomib injection. A minimum of 1000
tumor cells was counted for each tumor. For each treatment group, results are expressed as the mean apoptotic index (+ SD) of at least 4 tumors.

labeled tumor cells for at least 1000 counted tumor cells was
recorded in independent areas of the main tumor masses which
were free of necrosis. Antigen retrieval was carried out with a
2100 Proteogenix Retriever (Proteogenix, Fegersheim, France)
following the manufacturer's instructions. Primary antibodies
were applied for 16 h at 4°C. Detection of the tissue-bound
primary antibodies was performed using the biotinylated
antibody/streptavidin-peroxidase detection system. Bound
peroxidase was identified using the Novared™ detection
system.

Antitumor effect of bortezomib. To follow tumor growth, tumor
volume was determined three times per week. Two perpendi-
cular diameters were measured with a caliper, and the tumor
volume (V in mm?) was calculated as V = (length x width?)/2.
Tumor volumes were recorded until tumors reached 3 times
their initial volume (3 x VO).

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using
GraphPad 5.0 software. For each parameter analyzed,
treated and non-treated tumors were compared using the non-
parametric Mann-Whitney U test. Differences were considered
significant at p<0.05.

Results

Bortezomib effects on proteasome chymotrypsin-like activity.
To explore the impact of bortezomib on its target, the

proteasome chymotrypsin-like activity was assessed 2 and
24 h after the i.v. administration of bortezomib in TCG3 and
U87-bearing mice. The different doses tested were: 0.25,
0.45 and 0.90 mg/kg (Fig. 1).

Our results showed that bortezomib induced a dose-
dependent inhibition of proteasome activity in the two glioma
models. In TCG3 xenografts (Fig. 1A), proteasome chymo-
trypsin-like activity was decreased to the same extent (20-30%
of basal proteasome activity) 2 and 24 h after the treatment
of mice receiving either 0.45 or 0.90 mg/kg. In U87 tumors
(Fig. 1B), bortezomib did not modify the proteasome
chymotrypsin-like activity 2 h after the injection. In contrast,
bortezomib led to a significant 20-30% inhibition of the
proteasome activity 24 h after drug injection using 0.45 and
0.90 mg/kg doses (p=0.026 and 0.005, respectively). Thus,
bortezomib reached its target and inhibited it on the two
models used.

Bortezomib effects on cell cycle distribution and proliferation
index. To explore the impact of bortezomib in vivo, we
evaluated the consequences of proteasome inhibition on cell
cycle distribution assessed by flow cytometry after propidium
iodide staining in our two glioma models. Our results showed
that bortezomib did not modify distribution in the cell cycle
in TCG3 and U87 xenografts (Fig. 2A and B). For example, in
the TCG3 model, percentages of cells in the G2/M phase were
8.2+0.4 vs. 8.3+0.4% for CTRL and BTZ at 0.90 mg/kg,
respectively.
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Figure 3. Effect of bortezomib on the apoptotic index of TCG3 and U87
glioma models. The apoptotic index corresponds to the percentage of tumor
cells positively labeled for cleaved caspase-3 and was determined 24 h after
the bortezomib injection. A minimum of 1000 tumor cells was counted for
each tumor. For each treatment group, results are expressed as the mean
apoptotic index (+ SD) of at least 4 tumors.

We examined the effect of bortezomib on the proliferative
index, determined by immunohistochemical detection of the
cell cycle-associated antigen Ki-67. Our results demonstrated
that the two glioma models used presented a similar proli-
ferative index (Fig. 2C). In the TCG3 model, 64.8+4.1% cells
were positively stained for Ki-67 and the proliferative index
for U87 tumors was 68.6+2.0%. Bortezomib had no significant
effect on cell proliferation within 24 h following a single i.v.
injection at 0.45 or 0.90 mg/kg. For example, at the dose of
0.90 mg/kg, proliferative indices in bortezomib-receiving mice
were 62.7+3.2% for the TCG3 model and 65.4+2.0% for U87
xenografts.

Bortezomib did not induce apoptosis on glioma models. The
apoptotic index was determined 24 h after the bortezomib
injection by immunohistochemical detection of the cleaved
caspase-3.

TCG3- and U87-untreated xenografts showed a limited
apoptotic index of 1.0+0.1 and 2.1+0.3%, respectively (Fig. 3).
Our results demonstrated that bortezomib did not induce
any enhancement in the apoptotic index on either TCG3 nor
U87 glioma models. For example, in tumors treated with a
dose of 0.90 mg/kg, the apoptotic index was only 1.3+0.3
and 2.0+0.2% for TCG3 and U87 xenografts, respectively.

Bortezomib did not reduce tumor growth in vivo. To explore
the antitumor effect of bortezomib, it was administered at the
highest tested dose of 0.90 mg/kg to tumor-bearing mice.
Tumor growth was followed three times per week until the
tumors reached 3 times their initial volume (Fig. 4).

In the CTRL groups, the mean times to reach 3V0 were
7.0+0.9 and 11.9+1.5 days for TCG3 and U87 models,
respectively. In the two models, BTZ did not present any
antitumor effect and the mean times to reach 3V0 were
8.6+1.6 and 13.8+0.9 days for TCG3 and U87, respectively.
The difference with CTRL groups did not reach the level of
statistical significance.

Discussion

Proteasome inhibitors represent a new group of cytotoxic
agents that target the 20S proteasome, a component of the

A. TCG3

1000~
1900 -=- CTRL

- BTZ

g

g

Mean tumor volume (mm

[=]

Time (days)

B. U87

1000+
o -= CTRL

-+ BTZ

g

BO04 - T

Mean tumor volume (mm °

T 1

0 5 10 15
Time (days)

Figure 4. Effect of bortezomib on TCG3 (A) and U87 (B) growth. Tumor-
bearing mice were randomly assigned in the two groups of CTRL (TCG3
model n=9 and U887 model n=7) and BTZ (TCG3 model n=9 and U87
model n=10). Treatments began when tumor volume reached 250+50 mm?
(V0). BTZ was injected (i.v.) at the dose of 0.90 mg/kg on DO. Tumor
volume was measured three times per week. For each treatment group,
results are expressed as the mean tumor volume (+ SD) evolution.

ubiquitin-proteasome complex responsible for the degra-
dation of unwanted cellular proteins (3,5). Although the
mechanism by which proteasome inhibitors kill neoplastic
cells is not well defined, these molecules are potent apoptotic
inducers and their antitumor potential has been reported in a
wide variety of tumors (8,14,15). Moreover, the clinical
results of bortezomib in multiple myeloma provided proof of
concept for proteasome inhibition as an anticancer approach
and have prompted the investigation of this drug in other
malignancies. However, only a few studies are available
concerning the effect of bortezomib on glioma cells, each of
them being realized on established glioma cell lines and/or
primary glioblastoma explants. These studies have demon-
strated that as with other proteasome inhibitors, bortezomib
is able to induce apoptosis in glioma cell lines in vitro
(9,10,16-18). To our knowledge, preclinical studies using
bortezomib on in vivo brain tumor models have yet to be
reported on.

In the present study, we investigated the effect of borte-
zomib in vivo on two human malignant glioma models. We
selected 0.90 mg/kg as the highest dose tested, since it
corresponds to the weekly clinical dose of bortezomib
administered in the treatment of multiple myeloma patients,
i.e. 2.6 mg/m? (14). Our study demonstrates that bortezomib
administered at this clinically relevant dose did not present
any antitumor effect on glioma models.

Considering the effects of bortezomib on its target, our
results showed that bortezomib was able to reduce the
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proteasome chymotrypsin-like activity of ~30% of basal
activity in the 24 h following the injection of 0.90 mg/kg for
the two models studied. Comparable levels of proteasome
inhibition in vivo have already been reported for other tumors
treated with similar doses of bortezomib. For example, using
a multiple myeloma model xenografted into nude mice,
LeBlanc et al have reported that bortezomib (1 mg/kg i.v.)
was able to inhibit 35% of the proteasome chymotrypsin-like
activity in tumors and induced an apoptotic response and a
tumor growth delay, as compared to untreated tumors (19).
Thus, the cellular consequences of partial proteasome
inhibition appear to be cell-type dependent, although a
similar proteasome inhibition did not affect myeloma and
glioma cells to the same extent, since bortezomib was clearly
unable to induce apoptosis in our glioma models. Moreover,
we showed that bortezomib had no effect on the proliferative
index and cell cycle distribution.

Our results are in contrast with those from Yin et al (10),
who have demonstrated that ~15% of U87 cells became
apoptotic when cultured for 48 h with bortezomib. These
authors have demonstrated that bortezomib induced a G2/M
cell cycle arrest and the percentage of cells in the G2/M
phase increased ~2-fold after their exposure to bortezomib for
24 h. Moreover, Styczynski et al (9) demonstrated that the
two glioblastoma cell lines showed good sensitivity to
bortezomib, as compared to an acute lymphoblastic leukemia
cell line.

The discrepancy between our in vivo results and the
relatively promising in vitro data obtained by others can be
explained by several methodological findings. In the study of
Styczynski et al (9), the efficacy of BTZ is compared to that
obtained for leukemia culture cells using drugs essentially
active against leukemia rather than glioma. The choice of the
tumor model used may explain the discrepancies observed
between our study and other published data. Studies have
undertaken to report on established glioma cell lines in cell
culture assays. In spite of the great insights offered by these
types of models, established tumor cell lines poorly represent
the cellular heterogeneity observed in tumors. In contrast,
xenograft models, constituted by tumoral and stromal cells,
are closer to the original tumor from which they are derived
(20,21). Tumor cells from our xenografts are poorly exposed
to bortezomib to the same extent as cells grown in monolayer
cultures and to our knowledge, the effects of bortezomib on
proteasome chymotrypsin-like activity in glioma cell cultures
have yet to be reported on. It is thus possible that our xenografts
did not receive a sufficient dose of bortezomib to present
similar patterns of cell cycle distribution and apoptosis to
those obtained in vitro.

Finally, the results presented in this study do not support
the use of bortezomib in the treatment of high-grade gliomas.
Our results, contrary to data obtained from in vitro studies,
emphasize the importance of performing preclinical studies
using in vivo tumor models, before initiating clinical studies.
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Interest of liposomal doxorubicin as a radiosensitizer

in malignant glioma xenografts
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Malignant glioma patients have a life expectancy reduced
to about 15 months despite aggressive surgery,
radiotherapy (RT), and chemotherapy. Doxorubicin has
shown a marked cytotoxic effect against malignant glioma
cells in vitro. The brain exposure to this drug is, however,
hindered by the blood-brain barrier. Encapsulation of
doxorubicin in liposomal carriers has been shown to
reduce toxicities and to improve brain tumors exposure to
doxorubicin. In this study, we evaluated the
radiosensitizing properties of a nonpegylated liposomal
doxorubicin (Mycocet, MYO) on two subcutaneous (U87
and TCG4) and one intracranial (U87) malignant glioma
models xenografted on nude mice. Doxorubicin
biodistribution was assessed by a high-performance liquid
chromatography method. Antitumor efficacy was
investigated by tumor volume measurements and mice
survival determination. We showed that (i) encapsulation of
doxorubicin ensured a preferential deposition of
doxorubicin in tumoral tissue in comparison with free
doxorubicin; (i) doxorubicin accumulated in both
subcutaneous and intracranial tumors during repeated
injections of MYO and this accumulation was linked to the
potentiation of RT efficacy on two subcutaneous models;

Introduction

Malignant brain tumors are still a therapeutic challenge:
despite aggressive surgery, radiotherapy (RT), and
chemotherapy, prognosis of high-grade glioma patients
remains poor and their life expectancy is reduced to few
months [1]. For several years, the concomitant adminis-
tration of RT and temozolomide, after adjuvant temozo-
lomide is the first-line therapeutic standard for newly
diagnosed glioblastoma multiforme patients [2]. This
new clinical protocol underlines that concomitant che-
moradiation could be a relevant strategy for the treatment
of high-grade gliomas, the antineoplastic molecule exert-
ing its own cytotoxic activity and acting as a radio-
sensitizer.

Doxorubicin has shown a marked cytotoxic effect against
malignant glioma cells 2 vitro [3]. Doxorubicin, however,
does not reach therapeutic concentration in the central
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(iii) MYO was unable to improve the antitumoral efficacy of
RT on an intracranial glioma model. Finally, this study
emphasizes the importance of performing preclinical
studies on models closer as possible of human tumors and
localization to be more predictive of therapeutic effects
observed in humans. Anti-Cancer Drugs 00:000-000 ©
2008 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins.
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nervous system because of its low lipophilicity and the
blood-brain barrier that presents active drug efflux
mediated by multidrug -resistance-related proteins
[4,5]. Moreover, doxorubicin presents significant toxicity
to normal tissues, in particular acute mucosal toxicities
and long-term cardiac toxicity [6,7]. For about 20 years,
liposomal formulations of doxorubicin have been devel-
oped to overcome these obstacles. Two types of liposomal
doxorubicin have entered clinical trials and are approved
for cancer treatment: conventional liposomes (Myocet,
Elan Pharmaceuticals, Inc., Cedar knolls, New Jersey,
USA) and ‘stealth’ pegylated liposomes (Caelyx, Alza
Pharmaceuticals, San Bruno, California, USA), which
differ from the first ones by the presence of a
polyethylene glycol (PEG) coating on their surface [8].
In both cases, the liposome protects the drug from meta-
bolism and, because of size limitations in the transport of
carriers across healthy endothelium, doxorubicin accu-
mulates to a reduced extent in healthy tissues, hence
limiting drug toxicities [9,10]. Moreover, discontinuities

DOI: 10.1097/CAD.0b013e328313e172
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in the endothelium of tumor vasculature have been
shown to result in an increased extravasation of
liposomes, and, in combination with impaired lymphatics,
an increased accumulation of liposomal doxorubicin at the
tumor site [8,11-13].

To date, almost all published data dealing with the effects
of liposomal doxorubicin in glioma models have used the
only commercialized pegylated liposomal form of doxor-
ubicin, Caelyx. In preclinical studies, an increased
concentration of doxorubicin has been obtained in
intracerebral tumor models [14,15], and was linked to
an improved therapeutic efficacy for pegylated liposomal
doxorubicin in intracranial gliosarcoma models [15,16].
These promising results have, however, not been tran-
slated into clinical benefit: pegylated liposomal doxor-
ubicin only produced a modest survival increase when
administered alone in patients with recurrent high-grade
glioma [17,18], despite enhanced tumor exposure to
doxorubicin, as shown by Koukourakis ez @/. [19]. It is not
surprising that, in highly resistant tumoral type (i.e. such
as high-grade glioma), a cytotoxic drug delivered alone
cannot markedly improve overall therapeutic response
and it is expected that a multiple-modalities treatment
would give better results. Although radiosensitizing
properties of doxorubicin have been well documented
[20], some researchers have investigated the interest of
combining RT with pegylated liposomal doxorubicin and
have ascertained the superiority of the association in the
treatment of osteosarcoma [21] and head and neck [22]
xenografts. To date, no study has reported the use of such
an association in malignant glioma treatment.

The major difference between pegylated liposomes and
conventional liposomes is the reduced uptake by the
reticuloendothelial system (RES) of pegylated liposomes.
Indeed, conventional liposomes are cleared from the
circulation by macrophages of the RES, in particular those
of the liver and spleen. The attachment of PEG to the
surface of the liposome reduces the rate of uptake by the
RES [8]. This PEG coating considerably prolongs the
circulation half-life of doxorubicin but also leads to its
accumulation in skin and induces grade 3 palmar—plantar
erythrodysesthesia in approximately 20% of the patients,
requiring reductions in the doxorubicin dose [23]. In this
regard, doxorubicin entrapped in conventional liposomes
seems to be much safer. To our knowledge, however,
preclinical studies using conventional liposomal doxor-
ubicin alone or in combination with RT have never been
reported yet.

As (i) doxorubicin has been shown to be efficient against
malignant glioma cells iz vitro, (ii) liposome encapsulation
of doxorubicin has been shown to trigger tumoral tissue,
and (iii) because earlier studies have shown the radio-
sensitizing properties of doxorubicin, we postulated that a

conventional liposomal form a doxorubicin (Myocert,
MYO) will be of interest in concomitant administration
with RT for the treatment of human high-grade glioma
xenografts. It is the first study designed to evaluate the
radiosensitizing properties of MYO on two subcutaneous
and one intracranial malignant glioma models xenografted
on nude mice.

Materials and methods

Animals and tumors

Athymic NCr/Sed nude (nu/nu) female mice, 7-8 weeks of
age, were obtained from Charles River (Saint-Germain-
sur-I’Abresle, France). Animal procedures were performed
according to institutional and national guidelines (EC
directive 86/609/CEE, French decree no. 87-848). All
surgical and MRI procedures were carried out under
general anesthesia obtained by intraperitoneal (i.p.)
injection of xylazine (8 mg/kg) and ketamine (90 mg/kg).

Tumors xenografts were obtained as described earlier
[24]. In brief, the first human malignant glioma model
(U87) was originally obtained by subcutaneous (s.c.)
injection of a suspension of U87 cells (10° cells in 0.1 ml
of 0.9% NaCl) into the hind legs of mice (HTB-14,
American Type Culture Collection, Manassas, Virginia,
USA). The second model (TCG4) was derived from an
anaplastic oligodendroglioma (according to the WHO
grading, 2007) of a 72-year-old man. Pieces of the
patient’s tumor were directly subcutaneously trans-
planted into the hind legs of mice, providing the first
xenografts. U87 and TCG4 glioma models were then
maintained z wivo by sequential passages of tumor
fragments in nude mice.

Grafts

For the experiments, source tumors were excised, cleaned
from necrotic tissue, cut into small fragments and
subcutaneously or intracranially implanted into each
experimental mouse. For the subcutaneous model, tumor
fragments were subcutaneously grafted in the inguinal
pit, against the femoral vessels. In the case of the
intracranial graft, a craniotomy flap was made and raised,
after opening the mouse’s skull skin. A 1-mm”® graft was
then slid under the meninges and into the brain cortex in
its temporo-occipital area.

MRI imaging and image processing

MRI measurements were conducted on a Bruker Biospec
Avance 24/40NMR spectro-imager (Bruker Biospin,
Ettlingen, Germany) at 2.35T using a T1-weighted
spin—echo sequence and gadolinium contrast enhance-
ment. The sequence parameters were as follows:
TR =500ms and TE = 18 ms. For each experiment, 10
images were acquired, corresponding to 10 slices of
1.3mm in thickness, spaced regularly at 1.8 mm, in the
transverse plane, with a field of view of 6.54 cm, and 192
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phases. In this way, the total acquisition time was 8 min.
Gadobenate dimeglumine (Multihance, Bracco Altana
Pharma Laboratories, Konstanz, Germany) was adminis-
tered intravenously (0.4 mmol/kg) 10 min before image
acquisition. Anesthetized mice were placed on a bed,
which were lent totally into the antenna (sensitive
volume: 3 cm diameter—4 cm length).

Treatment protocols

Treatments started when tumors reached a volume of
about 250 =50 mm® (VO0) for subcutaneous model and
when tumor presence was assessed by MRI examination
for intracranial model. In a preliminary study, serial MRI
were undertaken to assess the presence of the tumor and
to enable tumor volume measurements. By MRI exam-
ination, U87 tumors became observable as a distinct
entity 13-17 days after implantation, hence defining the
beginning of the treatments (DO0).

At DO (corresponding to the first day of treatment), mice
were randomly assigned into four groups. In the
intracranial model, animals were randomized to have a
similar range of small, medium and large tumor volumes
in each group. In the control group (CTRL), the mice
received 1.p. injection with saline (0.9% NaCl). In the
MYO group, the mice received i.p. injection with

Fig. 1

conventional liposomal doxorubicin at a daily dose of
2 mg/kg 3 days/week for two consecutive weeks, leading
to a total dose of 12 mg/kg. In the RT group, the tumors
were irradiated at the total dose of 20 Gy (10 fractions of
2 Gy, once daily, 5 days/week over 2 weeks). A Pantak
Therapax SXT 150 apparatus (Pantak Medical Systems,
AGFA NDT, Limonest, France) was used for local
irradiation with a 2.0 aluminum filter and a collimator
of 1.5cm in diameter. The dose rate was 2.77 Gy/min.
The dose was calculated on the skin (100%). In the
MYO + RT mice groups, MYO was injected according to
the earlier schedule during the entire ionizing radiation
treatment (Fig. 1).

Treatments effects

To follow tumor growth in the subcutaneous model,
tumor volume was determined three times per week. Two
perpendicular diameters were measured with a caliper.
Tumor volume (V in cubic millimeters) was calculated as
V= (length x width?)/2. Mice were anesthetized and
killed by cervical dislocation when the tumors reached
three times their initial volume (3 V}), thus defining the
‘survival times’.

For the intracranial model, the mice were observed for
body weight reduction. They were killed by cervical
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(a) Treatment schedules. Treatments began when tumor volume reached 250 + 50 mm?® for subcutaneous tumors and when tumors were objective by
MRI examination for the intracranial ones (DO). Myocet (MYO) was injected at the dose of 2 mg/kg intraperitoneally (i.p.) 3 days/week. Radiation
therapy (RT) consisted in a daily fraction of 2 Gy, 5 days/week. Treatments were administered for two consecutive weeks. (b) Response of
subcutaneous glioma xenografts to antitumoral treatments. (a) U87 model (at least eight mice per group). (b) TCG4 model (at least seven mice per
group). Mice were randomly assigned into four groups: control (CTRL) (H); MYO (0J); RT (e), and MYO + RT (Q). Results are expressed as
Kaplan—Meier plots, considering the percentage of tumors not having reached 3 V; as the survival end point.
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dislocation when they presented signs of neurological
disorders or when their body weight reduction was more
than 20% of their original weight, the time to this
moment being referred to as ‘survival time’. The response
to the different treatments was also assessed by MRI
examination once a week until death to evaluate tumor
growth. Tumor volume was estimated according to the
following method: two perpendicular diameters were
measured on the MRI slice, which shows the largest area
of tumor and tumor volume was then calculated using the
formula described for subcutaneous tumor.

For both the models used, the survival times of mice were
recorded. The percentage of increase in the life span was
calculated as [((7-()/C) x 100], where T'and C are the
survival times of the treated and control animals. We also
calculated the radiopotentiation ratio (RP), defined as
T]WYO + RT/(T\WO + TRT), Corresponding to the compar-
ison between the observed effect for the association and
the theoretical additive effect of MYO alone and RT
alone. If the ratio equals 1, it corresponds to an additive
effect between the two treatments. Under 1, the
interaction is infraadditive, above 1, RP corresponds to
a synergistic interaction between the two treatments.

Tissue distribution

Doxorubicin concentrations were measured in tissues of
mice receiving i.p. injection of MYO at the dose of 2 mg/
kg. Animals were killed after one or six injections of
chemotherapy, in the 6 or 30h after the last injection.
Tissues (subcutaneous tumor, normal brain hemisphere,
tumoral brain hemisphere) were excised, washed in saline
and immediately frozen at —20°C until processed. At
least five organs per treatment groups were analyzed.
Similar experiments with nonliposomal doxorubicin-
receiving mice were performed as control. On account
of toxicity of the repeated free doxorubicin injections, we
did not evaluate drug concentration after six injections.

Doxorubicin concentration was determined by a reversed
phase high-performance liquid chromatography method
after liquid-liquid extraction as described earlier [25]. In
brief, tissues were homogenized in four parts of water.
Homogenized tissue (0.5 ml) was then mixed with 500 ng
daunorubicin as an internal standard, with 20 pl of AgNO;
(33% in water), and with 8 ml of chloroform/isopropanol
(1:1). After shaking for 20min, the samples were
centrifuged at 1500 x g for 10 min, and the separated
organic phase was evaporated under vacuum. Analyses
were performed by reversed phase high-performance
liquid chromatography on a C18 column (250 x 4.6 mm
I.D., YMC, Interchim, France), under isocratic elution
conditions with a mobile phase of acetonitrile/0.01 mol/l
KH,PO, pH 2.6 (30:70) at a flow rate of 1ml/min.
Doxorubicin and daunorubicin were detected by a
fluorescence detector (RF 10A XL Shimadzu, France)

with excitation and emission wavelengths of 480 and
590 nm, respectively. The limit of detection of the assay
was 2 ng/g of tissue.

Statistical analysis

Kaplan—Meier curve analysis was performed using the log-
rank test; P value of less than 0.05 was considered as
significant.

Results

Liposomal encapsulation improved doxorubicin
deposition in both subcutaneous and intracranial
tumors

Our objective was to evaluate whether liposomal doxor-
ubicin could enhance the efficacy of a fractionated
ionizing radiation protocol. We first investigated the
ability of liposomal doxorubicin to reach tumor tissue and
its potential accumulation during the treatment course.
Then, we determined doxorubicin concentration in U87
subcutaneous and intracranial tumors, 6 or 30 h after one
injection of MYO, corresponding to the theoretical times
of the first and second irradiations (Fig. 1). Nonliposome-
encapsulated doxorubicin (DOXO) given at the same
dose was used as a control. Doxorubicin concentration
was also investigated at the end of chemotherapy
regimen.

Earlier studies in our lab and elsewhere have shown the
toxicity of the repeated administration of free doxorubi-
cin [26]; therefore, we did not determine doxorubicin
level after six injections of nonliposomal doxorubicin
(Table 1). Considering the subcutaneous tumor model
6 h after one injection, administration of DOXO led to a
50% greater concentration of doxorubicin than injection
of MYO: doxorubicin concentrations were 139 and 72 ng/g
of tissue for DOXO and MYO groups, respectively. We
also observed that doxorubicin level increased between 6
and 30h for the MYO group (72 vs. 164 ng/g of tissue,
respectively), whereas it remained stable for DOXO-
receiving mice (139 vs. 115ng/g). Moreover, repeated
injections of MYO led to an accumulation of drug in
tumoral tissue: doxorubicin concentration 6h after six
injections of MYO was 2.8-fold greater (204 ng/g of
tissue) as compared with one injection after 6 h(72 ng/g
of tissue).

Using the intracranial model (Table 1), we showed that
doxorubicin uptake was always higher in the tumor-
bearing hemisphere than in the normal one, for both
MYO and DOXO groups. Indeed, 30 h after one injection,
doxorubicin concentrations were about two-fold greater
in the tumor brain hemisphere: 94 versus 45ng/g for
MYO group and 75 versus 40 ng/g for the DOXO group.
Moreover, when considering MYO-receiving mice, we
showed that the doxorubicin amount remained stable in
normal brain hemisphere between the first and the
sixth injection (65 vs. 57 ng/g), whereas doxorubicin
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Doxorubicin concentrations in subcutaneous and intracranial U87 xenografts

Doxorubicin concentration (ng/g of tissue)

One injection

Six injections

6h 30h 6h
MYO DOXO Ratio MYO/DOXO MYO DOXO Ratio MYO/DOXO MYO DOXO
Subcutaneous tumor 7214 139+ 11 0.52 164£29 11519 1.43 204+ 15 ND
Normal brain hemisphere 65+19 42+13 1.55 45+ 11 40+13 1.13 57+18 ND
Tumor brain hemisphere 7932 478 1.68 9432 7516 1.25 131+26 ND

Doxorubicin concentrations were measured after one or six injections of DOXO and MYO at the dose of 2 mg/kg (intraperitoneal). For each time, results are expressed as

mean £ SD of at least five organs per treatment.
DOXO, doxorubicin; MYO, Myocet; ND, nondetermined.

concentration increased in the tumor-bearing hemisphere
(79 vs. 131 ng/g).

Finally, when comparing subcutaneous versus intracranial
xenografts, we noticed that doxorubicin concentrations
for both drugs were higher for subcutaneous tumors than
for intracranial tumors. For example, 30h after one
injection of MYO, doxorubicin concentration was only
94 ng/g in intracranial tumors, compared with 164 ng/g in
subcutaneous tumors. Moreover, we showed that doxor-
ubicin accumulation after the sixth injection of MYO is
less important in the case of intracranial versus sub-
cutaneous location (131 vs. 204 ng/g).

Therapeutic efficacy studies in subcutaneous models
Given the exposure of tumor tissue to doxorubicin during
the 2 weeks course of our therapeutic schedule, we first
evaluated the potential radiosensitizing effect of MYO
using two subcutaneous glioma models (U87 and TCG4).
The response of the xenografts to therapies was assessed
using Kaplan—-Meier analysis (Fig. 2a and b, for U87 and
TCG4 models, respectively). Preliminary studies have
shown that repeated administration of nonliposomal
doxorubicin alone or in association with RT led to a
significant toxicity (major weight loss during treatment
course, data not shown). Hence, antitumor effect of both
nonliposomal doxorubicin alone or associated with RT was
not examined in this study.

In the untreated C'TRL groups, median survival was 10.0
and 8.0 days for subcutaneous U87 and TCG4 models,
respectively. In both models, MYO presented a weak
antitumor effect: median survival was 13.5 days (vs.
CTRL, P<0.05) for U87 and 9.0 days (vs. CTRL,
P <0.05) for TCG4 xenografts. This translated to an
increase in life span of 35% in U87 model, and 10% in
TCG4 model, as compared with the respective CTRL
groups. Moreover, RT alone produced a significant
antitumor effect: the median survival was significantly
prolonged to 30.5 days (P<0.0001) and 81.0 days
(P <0.0001) for U87 and TCG4 xenografts, respectively.
Results obtained in MYO + RT groups clearly s shown
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Response of U87 intracranial xenografts to antitumoral treatments.
Intracranial U87 tumor-bearing mice were randomly assigned into four
groups: control (CTRL) (M; n=9), Myocet (MYO) (O; n=8), radiation
therapy (RT) (®; n=10), and MYO +RT (O; n=10). Treatments
effects on survival are represented by Kaplan—Meier plots.

that concomitant administration of MYO improved the
antitumor effect of RT in subcutaneous tumors: median
survival increased up to 36.5 days in U87 tumors (vs. RT]
P=0.002) and 93.0 days in TCG4 tumors (vs. RT,
P =10.008), corresponding to improvement in life span of
about 20 and 15%, respectively, as compared with the RT

group.

Using median survival, we calculated the RP for each
model. RP reached 1.13 for U87 and 1.15 for TCG4
glioma xenografts, illustrating a synergistic effect be-
tween MYO and RT in both models.

Therapeutic efficacy studies on U87 intracranial model
The effect of concomitant association MYO + RT on
intracranial xenografts was assessed using the U87 glioma
model and the same therapeutic schedule as in the
subcutaneous model (Fig. 1a).
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The first endpoint of this study was the overall survival
analyzed by the Kaplan—-Meier method (Fig. 3). In the
untreated CTRL group, the median survival was 14.0
days. Administered alone, MYO slightly improved mice
survival, which increased up to 18.5 days (corresponding
to an increase in life span of 32%), although the
difference with the CTRL group did not reach the level
of statistical significance (P = 0.068). Overall survival was
significantly enhanced when mice received RT alone or in
concomitant association with MYO, as compared with
untreated CTRL group (P <0.0001 in both cases).
Median survival was 39.5 days for the RT group and
32.0 days for the MYO + RT group. No statistical
difference was observed between these two groups
(P=0.813).

Mice also underwent weekly MRI examination until
death allowing the determination of the intracerebral

tumor volume. The effect of treatment on intracranial

Fig. 3
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Treatments effects on U87 intracranial xenografts volumes. (a)
Intracranial U87 tumor-bearing mice were randomly assigned into four
groups: control (CTRL) (M; n=9), Myocet (MYO) ([J; n=8), radiation
therapy (RT) (®; n=10), and MYO +RT (O; n=10). Tumor volume
(Vbx) was estimate by MRI once a week until death after the end of
treatment (DX: D14, D21, D28, and D35). Results are expressed as
median ratios between tumor volume at DX and tumor volume at the
onset of treatment (i.e. Vpo). (b) MR imaging of the evolution of
intracranial tumor in mice receiving MYO + RT regimen. The series of
MR images are representative of all mice included in this group.

tumor growth is presented in Fig. 3a and b and shows the
volume curve of MYO + RT group with a typical example
of a series of MRI obtained for a mouse receiving the
association of MYO and RT. Our results showed that
MYO alone had no effect on tumor volume as compared
with the untreated CTRL group. In the RT group,
treatment delayed tumor growth. This effect was even
more marked in MYO + RT group, showing a reduced
tumor growth as compared with RT group, contrasting
with the absence of survival benefit obtained in
MYO + RT group.

Discussion

Liposomes are suitable carriers to effectively deliver the
drugs to brain tumors. One of the most advanced drug
carrier formulation consists of doxorubicin loaded into
liposomes. Such a formulation offers the potential for
avoiding high-peak concentrations of the bioavailable
drug, which are so often associated with pronounced
toxicity [8]. Moreover, liposomal encapsulation has been
shown to enhance tumor exposure to doxorubicin in
several tumor models [8,11]. On the basis of these
observations and of the well-demonstrated radiosensitiz-
ing properties of doxorubicin [20], we designed this study
to determine whether a synergistic effect between
liposomal doxorubicin and ionizing radiations could be
observed in high-grade glioma xenografted models.

To be close to treatment conditions in humans, we chose
to deliver RT as a 2 Gy/day fraction schedule, 5 days a
week, as it is usually prescribed for high-grade glioma
patients [27]. In our experiments, mice were injected
with MYO at a dose of 2 mg/kg/dose, three times a week
for two consecutive weeks. This resulted in a weekly dose
of 6 mg/kg and a total cumulative dose of 12 mg/kg. Such
a doxorubicin dose is in the range of the recommended
dosing of 2.5-10 mg/kg/week used in nude mice bearing
human xenografts [28]. We first investigated the
biodistribution of MYO according to our therapeutic
schedule. It is well established that conventional
liposomes are trapped by organs of the reticuloendothelial
system (i.e. spleen, liver, and bone marrow) [8]. Despite
a major sequestration by liver and spleen of liposomes
(data not shown), we showed that subcutaneous tumors
were similarly exposed to doxorubicin after one injection
for both liposomal and free doxorubicin formulations.
Hence, our data underscore that the liposomal carrier
ensured a better intratumoral deposition of the drug, as
shown by others for both conventional [12] and pegylated
liposomes [13,29,30].

In our series, we also showed that MYO was not able to
slow tumor growth. Nevertheless, when administered in
combination with RT, MYO was shown to significantly
sensitize TCG4 and US87 xenografts to the antitumor
effect of fractionated irradiation, by markedly increasing
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the life span of mice receiving the association, as
compared with RT-receiving mice. Studies combining
RT and liposomal doxorubicin are quite rare in the
literature: only Harrington ez @/. [31] and Davies ez al. [21]
have described earlier the increase in RT effect by
pegylated liposomal doxorubicin on human osteosarcoma
and head and neck cancer xenografts, respectively. The
synergistic interaction between MYO and RT obtained in
this study may be linked to the accumulation of
doxorubicin during RT course. Hence, doxorubicin
concentration for the MYO group increased about 2.8-
fold between the first and the sixth injection.

The promising results obtained in subcutaneous glioma
models prompted us to investigate the antitumoral effect
of the concomitant administration of MYO and RT on an
intracranial model of brain tumor. Unfortunately, our
results showed that no overall survival enhancement was
obtained in MYO + RT group, as compared with R~
receiving mice, in spite of an accumulation of doxorubicin
concentration in tumor brain hemisphere. Only a trend in
a greater delay of tumor growth was observed for the
association group. These results are in accordance with
data observed in clinical studies showing that objective
responses to treatments are not regularly translated into
survival rate increase [32,33]. Moreover, an earlier study
from Arnold er a/. [14] has shown that repetitive
administration of doxorubicin encapsulated in pegylated
liposomes led to an accumulation of drug into an
intracranial model of 9L gliosarcoma. Liposome accumu-
lation in tumors proceeds passively and is mediated by
enhanced permeability and retention phenomenon. As
the blood—brain barrier is disrupted in high-grade gliomas
with all the components of the tumor blood vessels
showing significant abnormalities (leaky vasculature)
compared with normal cerebral vessels, liposomes can
extravasate and accumulate in tumor tissue [34].

The discrepancy in our results between subcutaneous
and intracranial models could, in part, be explained by the
difference in doxorubicin concentration reached in each
tumor model. Indeed, doxorubicin in the tumor-bearing
hemisphere did not accumulate to the same extent that
was obtained in subcutaneous tumors. This effect may be
linked to the small tumor volume of intracranial
xenografts, as compared with subcutancous tumors.
Moreover, in addition to the blood—brain barrier obstacle,
the fact that intracranial tumors grow in a closed
compartment with high interstitial pressures [35,36],
could play a significant role in the much lower
doxorubicin deposition observed for intracranial tumors.
"To definitely conclude on the radiosensitizing properties
of MYO on high-grade glioma and given the great
tolerance of our combination schedule, we assume that
a higher dosage of MYO would increase doxorubicin
deposition in intracranial tumors and then lead to a

potentiation of radiation efficacy in the intracranial
model. Moreover, special attention should be given to
time interval between chemotherapy doses, as some
researchers have shown that higher doses administered
less often improved the therapeutic efficacy of pegylated
liposomal doxorubicin in tumor-bearing mice, as com-
pared with smaller doses given more often [37]. These
points are under investigation in our laboratory.

In conclusion, this study has shown that liposomal
encapsulation of doxorubicin improved drug deposition
into both subcutaneous and intracranial U87 tumors. We
also showed for the first time that concomitant admin-
istration of MYO + RT was synergistic on two subcuta-
neous models but not on the intracranial model. Finally,
this study emphasizes the importance of performing
preclinical studies on models as close as possible to
human tumors and the localization to be more predictive
of therapeutic effects observed in humans.
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ABSTRACT

Malignant gliomas are the most common neoplasm of the central nervous system and patients
prognosis remains dismal, despite aggressive surgery, radio- and chemotherapy. Radiotherapy is
a major treatment modality in this tumoral type but its usefulness is limited by normal brain tissue
toxicity. The concomitant administration of a radiosensitizing agent is an innovative strategy to
improve ionizing radiations efficacy. Bortezomib (Velcade®) belongs to a new class of anticancer
agents, i.e. the proteasome inhibitors, and this molecule has been approved for the treatment of
multiple myeloma. Our objectives are to study the radiosensitizing properties of bortezomib on
two human malignant glioma models xenografted onto nude mice. Our work was designed to
evaluate the impact of treatment fractionation on the antitumor activity of the concomitant
association of bortezomib and radiotherapy. Our results show that bortezomib is a potent
radiosensitizer on our two malignant glioma models but these properties are lost when treatments
are fractionated according to a typical clinical schedule. In conditions of fractionated treatment,
we demonstrate that bortezomib reduces the radio-induced apoptosis. This may be linked to the
loss of the inhibitory properties of bortezomib secondary to consecutive infusions. We also
evaluate the importance of the transcription factor NF-«xB in the radioresponse of the malignant
glioma xenografts used. Finally, our work emphasizes on the importance of performing
preclinical studies using doses and therapeutic schedule mimicking the clinical settings to provide

more predictive results of treatment response in Humans.
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RESUME

Les gliomes malins, tumeurs du systéme nerveux central les plus fréquentes ont un pronostic
particulierement sombre. Parmi les traitements standards de ce type de tumeurs, la radiothérapie
occupe une place prépondérante mais son utilisation est limitée en raison de la mauvaise
tolérance du tissu cerébral normal. Une des strategies visant a améliorer I’efficacité de la
radiothérapie consiste en I’administration concomitante d’un agent radiosensibilisant. Les
inhibiteurs de protéasome sont une nouvelle classe d’agents anticancéreux et le bortézomib
(Velcade®), chef de file de cette nouvelle classe, posséde une AMM dans le traitement du
myelome multiple. Les objectifs de nos travaux sont d’évaluer le potentiel radiosensibilisant du
bortézomib sur deux modeles de gliome malin humain xénogreffés chez la souris nude. Nous
avons apporté une attention particuliere a I’impact du fractionnement du bortézomib et de la
radiothérapie sur I’efficacité antitumorale de I’association. Nos résultats montrent que le
bortézomib est un radiosensibilisant puissant sur les deux modeéles de gliome malin utiliseés mais
que ce pouvoir est perdu lorsque les deux modalités thérapeutiques sont délivrées selon des doses
et des schémas d’administration pertinents au regard de la clinique. En condition de traitement
fractionné, nos études montrent également que le bortézomib induit une diminution de I’apoptose
radio-induit, probablement en lien avec une perte de son activité inhibitrice du protéasome au fil
des injections. Enfin, la place du facteur de transcription NF-xB dans la réponse a la radiothérapie
fractionnée ou non pour le type tumoral que nous avons étudié est discutée. En conclusion, nos
travaux insistent sur la nécessité de réaliser des études précliniques dans des conditions les plus
proches possibles de la situation clinique, afin d’apporter des éléments plus prédictifs de la

réponse chez I’Homme.
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Gliomes malins, bortézomib, radiations ionisantes, radiosensibilisation, fractionnement du

traitement.
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