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Introduction:

Les gliomes sont les tumeurs du systéme nerveux central les plus fréquentes, Elles sont
constituées de cellules se rapprochant phénotypiquement des cellules gliales c'est a dire
des astrocytes et des oligodendrocytes. En terme d'épidémiologie, les gliomes
représentent 1,3% des cancers et se situent au 15éme rang des cancers de 'homme et
de la femme (Dutertre et al., 2010). Leur développement peut apparaitre vers tous les
ages, mais on retrouve un pic chez I'homme et chez la femme vers I'age de 70 ans. En ce
qui concerne le nombre de déces, il est estimé en France pour 2005 a 3019 et représente
la 14éme cause de déces (Dutertre et al., 2010). La classification des gliomes actuelle
repose sur le degré (ou grade) croissant de malignité qui est défini par des criteres
histologiques et de localisation. La classification reconnue au niveau mondial est la
classification de 'OMS qui permet de définir quatre grades de malignité (Kleihues and
Sobin, 2000). Cette classification nous permet d'appréhender la médiane de survie des
patients allant de dix ans dans le cas d'un gliome de grade | et environ un an dans le cas
d'un gliome de grade IV. Ainsi, suivant la connaissance du grade de malignité et des
différents critéres qui suivent c'est a dire le type de tumeur, sa taille, sa localisation, son
évolution, son agressivité, 'dge du patient et son état physique, différents possibilités de
traitement pourront étre alors proposées au patient. A I'heure actuelle le traitement des
gliomes repose sur l'association de une, deux ou des trois modalités suivantes: la
chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Cependant, malgré un traitement bien
conduit, les gliomes et particulierement les gliomes de grade IV (ou GBM) restent des
tumeurs trés radio et chimiorésistants. En effet les GBM récidivent de maniére quasi
systématique et pour 10% de ces tumeurs la récidive se fait a distance du site initial.
Depuis plusieurs années les équipes de recherche se penchent sur I'étude des cellules
d'origine des gliomes. Cette origine demeure globalement inconnue et on ne sait pas
non plus ou ces tumeurs prennent naissance, que ce soit a partir de cellules gliales
matures dédifférenciées, de cellules souches neurales ou de progéniteurs gliaux ayant
subis différentes mutations et altérations responsables du processus de cancérogenese.
Mais il a notamment été identifié une population de cellules dites souches cancéreuses
(CSC), en premier lieu dans le cas des leucémies myéloides aigues (Bonnet and Dick,

1997), puis dans des tumeurs solides comme le cancer du sein (Al-Hajj et al., 2003), le
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cancer du colon (Ricci-Vitiani et al., 2007), du pancréas (Li et al., 2007), de la prostate
(Sadri-Ardekani et al., 2009) et dans les glioblastomes (Singh et al., 2003). Au sein des
GBM, ces cellules souches (GCS) semblent avoir une forte part de responsabilité dans la
récidive et la résistance aux traitements actuels (Assanah et al., 2006) (Cheng et al.,
2010). Afin de montrer le r6le des GCS dans le processus de radiorésistance et de la
récidive, ce mémoire de These présentera également une étude préliminaire réalisée lors
de mon stage de M1 avec I'équipe de recherche des Pr. Moyal et Dr. Toulas au sein du
département « Signalisation, Oncogenese et Innovation Thérapeutique » de I'INSERM
U563 et qui a donné lieu au final & une publication scientifique, également jointe. La
problématique soulevée par cette équipe de recherche était de montrer que la
radiothérapie pouvait potentialiser la radiorésistance des GBM en induisant des
altérations phénotypiques dans ces cellules conduisant a un retour vers un état plus

indifférencié, voire souche.
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Les tumeurs cérébrales : cas des gliomes

1) Les gliomes

Les gliomes sont des tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes, qui
prennent naissance dans le SNC avec parfois, trés minoritairement, des formes
extracraniales secondaires d'un gliome métastasé. Les gliomes sont constitués de
cellules cancéreuses ayant un phénotype se rapprochant des cellules gliales. On

distingue parmi ces gliomes :

v Les astrocytomes, dérivant des astrocytes, cellules impliquées dans la
cicatrisation des lésions du systéme nerveux et dans le soutien et la
protection des neurones. lls jouent un rdle de transporteur de molécules
et d’approvisionnement en lactate des neurones. lls permettent aussi la
I'échange de neurotransmetteurs au niveau des synapses et participent
de fagcon majeure a la barriére hémato-encéphalique.

v Les oligodendrogliomes, dérivant des oligodendrocytes, cellules ayant
pour principale fonction la synthése de myéline.

v Les oligoastrocytomes, gliomes mixtes issus de l'association de cellules
dérivant d’astrocytes et d’oligodendrocytes.

v' Les épendymomes, dérivant de cellules provenant du revétement des

ventricules cérébraux.

a) Les astrocytomes

Ces tumeurs de lignée astrocytaire représente 80-90% des gliomes. Ce sont des
tumeurs qui se développent majoritairement au niveau de la substance blanche et
parfois de cellules du cortex. Elles sont tres malignes et trés infiltrantes avec une
importante vascularisation. Leur croissance est plus ou moins rapide suivant le
grade de malignité (Stupp et al., 2007). On retrouve parmi les astrocytomes tous
les grades de malignité allant de I'astrocytome pilocytique (malignité la plus faible)

au GBM multiforme (malignité la plus élevée).
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Le développement de ces tumeurs peut survenir vers tous les ages, mais suivant
le type de malignité on retrouve des pics de fréquence relativement spécifiques.
Pour les astrocytomes de bas grade un pic est observé vers |'age de 20 a 45 ans

et de haut grade vers 40 a 50 ans.

b) Les oligodendrogliomes

Ce sont des tumeurs de lignée oligodendrocytaire qui représentent 5% des
gliomes. Leur évolution est lente, avec une vascularisation peu développée
(Philippon, 2004). Ce sont des tumeurs localisées essentiellement au niveau des
hémisphéres cérébraux, dans la substance blanche avec extension au cortex.

On retrouve un pic de survenue vers l'age de 40 ans avec une dominance

masculine quelque soit le grade.

c) Les oligoastrocytomes

Les oligoastrocytomes sont des gliomes mixtes, qui touchent a la fois les
astrocytes et les oligodendrocytes. Il existe deux types de gliomes mixtes : les
oligoastrocytomes de bas grade (grade II) et les oligoastrocytomes anaplasiques
(grade 111). L’age moyen des gliomes mixtes se situe vers 35-40 ans. Ces derniers

représentent environ 5 % des gliomes.

d) Les épendymomes

Les épendymomes représentent 5% des gliomes, ils touchent la lignée cellulaire
épendymaire localisée au niveau des cavités ventriculaires cérébrales. Ces

tumeurs sont plus fréquentes chez les enfants et les jeunes adultes.
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e) Epidémiologie

Les gliomes représentent 1.3 % des cancers et se situent au 15°™ rang des
cancers chez I'hnomme et la femme (Dutertre et al., 2010). Leurs taux d'incidence
est de 5.7 chez I'homme et de 4.2 chez la femme. Les gliomes se situent au 14°™
rang des déces avec un nombre de décés estimés en France en 2005 a 3019
(Dutertre et al., 2010). Les gliomes sont des tumeurs survenant a tout age mais on
retrouve un pic de 25/100000 chez 'homme et de 16/100000 chez la femme de 70
ans (Figure 1). Les gliomes de grade | ou astrocytome pilocytique sont des
tumeurs rares, environ 10% des gliomes. Ils touchent principalement les enfants
de moins de 20 ans (75%) ou les adultes jeunes entre 20 et 35 ans. Ce sont des
tumeurs d’évolution lente avec un caractére bénin et curable par la chirurgie. Les
gliomes de grade Il représentent 20 % des gliomes et touchent une population
jeune se situant entre 30 et 40 ans (Dutertre et al., 2010). Les gliomes de grade Il
guand a eux représentent 20 % des tumeurs gliales et touchent une population
plus agés comprissent entre 40 et 50 ans (Dutertre et al., 2010). Enfin on retrouve
les gliomes de grade IV ou glioblastomes qui eux représentent 50 % des gliomes
et sont les plus fréquents et les plus agressifs. La moyen d'age des glioblastomes
est comprise entre 50 et 70 ans (Dutertre et al., 2010). Les différents grades des
gliomes nous renseignent sur I'évolution de la tumeur. On distingue les tumeurs de
bas grades avec une évolution lente (grade | et Il) qui engendre une survie du
patient plus longue et les tumeurs de haut grades avec une évolution rapide (grade
[Il et VI) qui engendre une survie plus court.
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Figure 1: Représentation du taux d'incidence en France des gliomes en
fonction de I'dge de 1980 a 2005 (Belot et al., 2008).

2) Classification des gliomes

La classification des gliomes repose sur le degré (ou grade) de malignité de
maniere croissante. Pour définir ce degré de malignité les critéres utilisés sont des
critéres histologiques et de localisation. Quelque soit la tumeur, elle possede ses
particularités propres en terme d’histologie, de localisation et de pronostic. Ce qui
suit montre que méme si chaque critére a une signification propre, ils sont

étroitement liés entre eux.
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v' L’histologie est associée a I'origine tissulaire de la tumeur et son degré
de malignite.

v La topographie est associée a l'agressivité de la tumeur en terme de
conséquences neurologiques et d'accessibilité au traitement chirurgical.

v Le pronostic est lié¢ au degré d’extension de la tumeur au moment du

diagnostic autant que son grade histologique.

Malgré les progres réalisés en imagerie et en anatomopathologie, la classification

des tumeurs du SNC reste difficile et est sujet a controverse.

a) Classification de 'OMS

La classification de TOMS est une classification qui permet d’obtenir un modéle
universel pour le classement des gliomes (Kleihues and Sobin, 2000). Cependant,
cette classification souffre d’'un défaut de reproductibilité (Mittler et al., 1996)
(Coons et al., 1997), elle ne fait pas de distinction entre les cellules tumorales et
celles du parenchyme résiduel infiltré, elle ne tient pas compte de I'hétérogénéité
tumorale ni des données de la clinique et de I'imagerie. Révisée en 2007, elle se

base sur deux critéres essentiels.

v Le type cellulaire présumé, c'est-a-dire les similarités cytologiques
entre cellules gliales matures « normales » et cellules tumorales.

v Le grade histopronostiqgue ou degré de malignité. Quatre grades de
malignité croissante sont individualisés. Ce grade est fonction de la
présence ou non de criteres de malignité tels que I'atypie cytonucléaire,
les mitoses, la prolifération endothélio-capillaire et la nécrose (Figure
2).
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Figure 2 : Coupe de glioblastome coloration éosine-hématoxyline. (A)
présence de mitoses (fleches rouge). (B) mise en évidence de la prolifération
endothélio-capillaire (coloration rose). (C) présence de foyers nécrotiques

entourés de cellules tumorales (Carrondo Cottin, 2008).
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Le tableau | résume les différents criteres cytologiques utilisés pour le diagnostic des
gliomes selon la classification de 'TOMS 2005

Grade | Différenciation Densité Atypies Activité Nécrose | Prolifération
cellulaire cytonucléaires mitotique
All Elevée Modérée occasionnelles <1 Absente Absente
Alll Anaplasie focale | Augmentée Présentes rare Absente Absente
ou dispersée diffusément
ou
focalement
GBM Faible Elevée Marquées Marquée Présente Elevée
(A'IV)
ol Elevée Modérée Possibles Occasionnelle | Absente Absente
ol Anaplasie focale | Augmentée | occasionnelles Possiblement | Possible Possible
ou dispersée forte
OA I Elevée Faible ou occasionnelles Absente ou Absente Absente
modérée faible
OA lll Elevée Augmentée présentes Possiblement | Possible Possible
forte
Tableau l: critéres diagnostiques de la classification de I'OMS 2005
(A: Astrocytome, GBM: Glioblastome, O: Oligodendrogliome, OA: Oligoastrocytome)

(Figarella-Branger and Bouvier, 2005)
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Le tableau Il présente les quatre grades de malignité de la classification de 'TOMS. Cette
classification a essentiellement une signification pronostique et ne peut étre considérée

réellement comme des étapes de « malignisation ».

Grade du | Astrocytome | Oligodendrogliome | Gliome mixte Médiane de
gliome survie
A.pilocytique 10 ans
Il Astrocytome Oligodendrogliome | Oligoastrocytome 6 a8ans
11 A.anaplasique O.anaplasique OA.anaplasique 15a25ans
A\ Glioblastome 0,5a1lan
Tableau Il: Classification de I'OMS selon le grade des gliomes (A: Astrocytome, O:

Oligodendrogliome, OA : Oligoastrocytome)

Suivant le grade des tumeurs, on distingue des tumeurs d’évolution lente dites de bas
grade. Dans ces tumeurs de bas grade, on retrouve les gliomes de grade | et de grade Il
qui, suivant I'extension de la tumeur, sont de meilleur pronostic. En effet pour le grade |
les tumeurs sont circonscrites et donc de meilleur pronostic. Pour des tumeurs de grade Il
leur délimitation est imprécise et I'extension est diffuse (appelée trés infiltrante). Ces
tumeurs seront de moins bon pronostic car I'exérese chirurgicale ne pourra étre
compléte.

Les tumeurs d’évolution rapide sont dites de haut grade. En effet I'apparition de foyers
anaplasiques dans une tumeur de bas grade lui conféere un grade lll. Si ces foyers
anaplasiques sont présents dans une grande partie ou dans 'ensemble de la tumeur, on
parle alors de grade IV. La figure 3 résume les criteres permettant de classer les tumeurs

selon leur grade.
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Histologie
Grade

Figure 3: Evaluation du grade des tumeurs du systéme nerveux central. La représentation
histologique des tumeurs ci-dessus montre la différence entre les foyers tumoraux suivant le grade
(cellules tumorales représentées par des points) et la présence ou non de foyer anaplasiques
(coloration rosée)

b) Classification Sainte-Anne

Il existe une autre classification non reconnue par la communauté scientifique, la
classification Sainte-Anne, mise en place par le Pr. Daumas-Duport a [I'hépital
Sainte-Anne (Daumas-Duport et al., 1997). Cette classification repose sur deux criteres :
I'hyperplasie des cellules endothéliales et la prise de contraste en imagerie. Un tissu
tumoral solide n'est formé que des cellules tumorales qui s’accompagnent d’une
microangiogenese, se traduisant par une prise de contraste a I'imagerie. Par contre pour
des cellules tumorales isolées, le parenchyme est morphologiguement et
fonctionnellement intact, il n’existe pas de vaisseaux néoformeés. Il n’y a donc pas de prise

de contraste a I'imagerie.

On retrouve parmi les gliomes infiltrants trois catégories, les oligodendrogliomes (ou
oligoastrocytomes) de grade A ou B et le glioblastome. Le systéme d’évaluation du grade

est mixte, il se base sur 'histologie et la neuroradiologie (Daumas-Duport et al., 1997).

v' Le grade A, caractérisé par I'absence d’hyperplasie endothéliale et la prise de
contraste (survie médiane de 11 ans).
v Le grade B, comporte soit une hyperplasie endothéliale et/ou une prise de

contraste (survie médiane de 3,5 ans).

L’hyperplasie endothéliale est définie par au moins la présence dans un champ du

microscope (objectif x10) de vaisseaux dont les cellules endothéliales possedent des
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noyaux qui se touchent : elle caractérise la micro-angiogenese. De fagon schématique,
les oligodendrogliomes purement infiltrants sont toujours de grade A, les
oligodendrogliomes de structure mixte, solide et infiltrante peuvent étre de grade A ou B,
le grade B étant plus fréquent. Un systéme de graduation mixte, histologique et
neuroradiologique permet de pallier la représentativité des prélevements. Les
oligoastrocytomes possedent les mémes caractéristigues a l'imagerie que les

oligodendrogliomes et ne sont donc pas discriminés dans cette classification.

3) Altérations moléculaires et cellulaires retrouvées
dans les gliomes

a) Altérations génétiques et moléculaires

En ce qui concerne les altérations moléculaires des gliomes de grade 1l et lll, ces
altérations varient suivant le type de gliomes mais on retrouve ces altérations de
maniére similaire dans des proportions différentes. Les mutations des genes les
plus connues de ces gliomes sont: IDH1-R132H codant une enzyme lisocitrate
déshydrogénase de type 1, p53 facteur de transcription régulant la mitose et la
mort cellulaire et une co-délétion 1p19q qui se résume par la perte de deux alléles
sur le bras court du chromosome 1 et long du chromosome 19. La perte de ces
alléles aurait pour conséquence l'inactivation de différents génes suppresseurs de
tumeur. Une des premiéres mutation retrouvée est la mutation d' IDH1-R132H de
maniére trés fréquente dans environ 75 % des cas d'astrocytomes de grade |l
(Capper et al., 2009). Cette mutation se retrouve aussi dans 80 % des cas pour les
astrocytomes de grade lll, les oligoastrocytomes et oligodendrogliomes de grade Il
et Il (Capper et al., 2010). La deuxieme mutation présente est celle du géne p53.
Dans le cas des astrocytomes et oligoastrocytomes de grade Il elle est
fréquente : 53 % a 88 % pour les différents types d’astrocytomes et 44 % pour les
oligoastrocytomes (Okamoto et al., 2004). Cette mutation est présente dans des

proportions de maniere inversée dans le cas des oligodendrogliomes de grade Il et
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[Il ou elle est tres rare (moins de 5%) (Levy et al., 2014). La troisieme altération
moléculaire retrouvée dans les gliomes de bas grade est la co-délétion 1p/19q.
Dans le cas des astrocytomes de grade Il cette mutation est rare de l'ordre de 7%
(Okamoto et al., 2004). Par contre pour les oligodendrogliomes et
oligoastrocytomes de grade I, la mutation est présente a 63 % pour les
oligodendrogliomes et 36 % pour les oligoastrocytomes (Okamoto et al., 2004). En
ce qui concerne les gliomes de grade Il une co-délétion 1p/19q se retrouve dans
60 a 80 % des cas des oligodendrogliomes, 20 a 30 % des cas pour les
oligoastrocytomes et moins de 5 % des cas des astrocytomes (Delattre et al.,
2012).

A la différence des gliomes de grade Il et lll, les gliomes de grade IV ou GBM
comportent un plus grand nombre d'altérations génétiques. Parmi les GBM on
distingue deux sous types principaux. Les GBM primaires (GBM 1), qui se
développent rapidement de novo, représentent 90% des cas et apparaissent chez
le sujet &gé. Les GBM secondaires (GBM Il) qui progressent a partir de lésions
préexistantes (astrocytomes de grade Il le plus souvent ou de grade lll) et sont
plus fréquents chez les patients jeunes. On retrouve par ordre de frequence, la
perte d'hétérozygotie sur le chromosome 10qg qui se manifeste dans 70 et 63 %
des glioblastomes primaires et secondaires respectivement (Rasheed et al.,
1995). De maniére fréquente on retrouve d'autres altérations chromosomiques sur
le chromosome 7, 9p et 19q. Apres les altérations chromosomiques il existe
d'autres altérations moléculaires qui touchent des récepteurs et facteurs de
transcription. La surexpression du récepteur a I'EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) ainsi que la mutation du gene PTEN (Phosphatase-TENsine homolog)
sont des mutations typiques des GBM primaires et se manifeste dans 30 a 50 % et
15 a 40 % respectivement. Alors qu'une mutation du gene p53 est plus spécifique
des GBM secondaires (>65 %, contre 20 a 30 % des GBM primaires) (Tohma et
al., 1998) (Watanabe et al., 1996).

Ensuite d'autres altérations geénétiques sont présentes comme la perte de

I'expression de pl4arr (75 %), une amplification de CDK4/6 (Cyclin dependant
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kinase 4/6) (18 %) ou une mutation de I''DH1 (Isocitrate déshydrogénase 1)
(Nakamura et al., 2001) (Rasheed et al., 1995).

Il a été montré que la modification de ces genes entraine des modifications des
voies de signalisation cellulaires impliguées dans le développement des GBM.
Ces voies de signalisation interviennent dans différent processus cellulaires
comme la survie, la prolifération, la différenciation, le contréle du cycle cellulaire ou
encore I'apoptose. Parmi ces voies on retrouve la voie TP53/MDM2/p14arrF qui est
fortement impliquée dans I'évolution des GBM secondaires (Watanabe et al.,
1996). La voie pl6INK4a/CDK4/Rbl, quand a elle, intervient dans les GBM
primaires et secondaires, avec dans 90 % des cas une anomalie d'au moins un

des acteurs impliqués dans cette voie (Nakamura et al., 2001).
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Figure 4 : Altérations génétique impliquées dans les gliomes
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b) Cellules d’origine des gliomes

En ce qui concerne les gliomes, les cellules qui en sont lorigine restent
globalement inconnues et on ne connait pas non plus ou ces tumeurs prennent
naissance, que ce soit a partir de cellules gliales matures dédifférenciées, de
cellules souches neurales ou de progéniteurs gliaux. Des expériences sur des
modeles murins ont été réalisé afin d’identifier le précurseur mais dans tous les

cas les trois types cellulaires ont induit des gliomes (Sanson and Taillibert, 2004).

Depuis plusieurs années, il a été identifié une population de cellules dites cellules
souches cancéreuses (CSC), en premier lieu dans le cas des leucémies
myeéloides aigues (Bonnet and Dick, 1997), puis dans des tumeurs solides comme
le cancer du sein (Al-Hajj et al., 2003), le cancer du colon (Ricci-Vitiani et al., 2007)
du pancréas (Li et al., 2007), de la prostate (Sadri-Ardekani et al., 2009) et dans
les gliomes au sein des glioblastomes (Singh et al.,, 2003). Ces CSC seraient
fortement responsables de la récidive, de la résistance aux traitements et
particulierement impliquées dans la physiopathologie des glioblastomes (Assanah
et al., 2006) (Cheng et al., 2010). La mise en évidence de ses CSC dans les
glioblastomes est sujette a controverse, notamment quand a leur origine. Certains
auteurs pensent qu'elles dérivent de cellules souches saines devenues
cancéreuses. D'autre pensent qu'elles acquiérent un phénotype souche a partir de
cellules plus différenciées déja cancéreuses (Cheng et al., 2010) (Jiang and
Uhrbom, 2012). Les cellules souches de glioblastome (GSC) sont des cellules
tumorales exprimant des marqueurs de cellules souches neurales normales et
qui ont la capacité de pousser sous la formes de neurosphéres, s'autorenouveler
et se différentier en cellules tumorales expriment des marqueurs de cellules
astrocytaires, oligodendrogliales et neuronales (Singh et al., 2004a). La
particularité des GSC est la capacité d'induire une tumeur chez I'animal athymique
par des expériences de xénogreffes (Singh et al., 2004a). Le premier marqueur
souche utilisé pour mettre en évidence les GSC était CD133 mais les GSC sont
des cellules tres hétérogénes qui ne peuvent étres définies que par un seul

marqueur (Clement et al., 2009). De nouveaux marqueurs ont été utilisés pour
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mieux caractériser les GSC. On retrouve des marqueurs membranaires comme
A2B5, CD15 (3-fucosyl-N-acetyl-lactosamine), CD44 (lymphocyte homing
receptor), ITGa6 (intégrine a6) ou des marqueurs intracellulaires tels que Glil
(Glioblastoma family zinc finger 1), Nestine, Nanog, Olig2 (Oligodendrocyte
lineage transcriptor factor 2) ou encore Sox 2 (Cheng et al., 2010). De plus les
marqueurs intracellulaires Nanog, Olig2 et Sox2 sont des protéines du groupe des
SCTF (Facteurs de Transcription des Cellules Souches), qui participent

activement a I'établissement et au maintient du statut souche.

Dans les propriétés fonctionnelles des GSC on retrouve des propriétés migratoires
et invasives associées a une surexpression importante de protéines pro-invasives
(métalloprotéinases ou intégrines) (Ortensi et al., 2013). On a observé une
participation des GSC dans l'angiogenese tumorale par la sécrétion de facteurs
pro-angiogéniques (VEGF vascular endothelial growth factor, SDF1 stromal
cell-derived factor 1) (Bao et al., 2006b) (Wurth et al., 2014), ainsi qu'un rble dans
I'immunosuppression par la sécrétion de cytokines immunosuppressives
(Interleukines IL-4, IL-6 et IL-10) et l'activation de macrophages de type M2
pro-tumoraux (Albesiano et al., 2010) (Wu et al., 2010).

La survie et le maintien a I'état souche des GSC sont fortement liés a leur
microenvironnement. Il est montré que leur localisation est bien spécifique au
niveau des niches périvasculaires ou nécro-hypoxiques (Lathia et al., 2011) Dans
les niches périvasculaires les GSC interagissent avec les cellules endothéliales en
secrétant des facteurs de croissance endothéliaux (VEGF), permettant ainsi le bon
développement des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Ce processus
d'échange va permettre en retour au cellules endothéliales d'interagir avec les
GSC afin de favoriser leur maintien a I'état souche, notamment par l'interaction du
ligand/récepteur DII4 (Delta like ligand 4) / Notch (Calabrese et al., 2007). Quand
aux niches hypoxiques la présence de facteurs de transcription tel que les HIFs
(Hypoxia-inducible factors) HIF1a et HIF2a permet le maintien des GSC a I'état
souche (Li et al., 2009). Les HIFs permettent de réguler I'expression de différents

genes cibles qui contrélent I'expression des marqueurs souches, la prolifération,
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l'autorenouvellement et le métabolisme des GSC (Heddleston et al., 2009). On
retrouve aussi une surexpression de protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Liu
et al.,, 2006) ou encore lactivation de systtmes de maintenance de [I'état
pluripotent comme Akt, Notch, Hedgehog ou STAT3 (Cheng et al., 2010) ou
encore I'activation de systémes de réparation des dommages a I’ADN (Bao et al.,
2006a).

Par ces différentes propriétés, les GSC échappent aux mécanismes de contréle
de prolifération et de différenciation, ce qui permet le développement de tumeurs
malignes, provoque une forte résistance aux thérapies utilisées a ce jour ainsi
gu'une récidive de la maladie. L'objectif aujourd'hui est d'étudier les différents
mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu dans le maintien, I'expansion et
la résistance aux thérapies des GSC, dans le but de pouvoir cibler par de

nouvelles thérapies les cellules tumorales différenciées et souches

4) Signes clinigues des tumeurs cérebrales

a) Syndrome d'hypertension intracranienne

Une hypertension intracranienne survient lors de la croissance d'une tumeur cérébrale ou

consécutivement a un blocage des voies d'écoulement du LCR responsable d'une

hydrocéphalie. Elle se manifeste par différents signes cliniques comme des céphalées,

des vomissements, des troubles de la vigilance et des troubles visuels.

i. Lacéphalée

Ce signe clinique important n'est pas toujours présent. En début de maladie elle est

intermittente, survient le matin ou réveille le patient dans la nuit. Elle se localise le plus

souvent du coté de la tumeur et est déclenchée par des mouvements de la téte, par

I'effort, la toux, les changements de position et s'aggrave en position couchée. Avec

I'évolution de la maladie la céphalée a tendance a devenir permanente (Geraud, 2008).
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i. Les vomissements

Ce sont des signes évocateurs d'une hypertension intracranienne lorsqu'ils sont brutaux,
en jets le matin au réveil et provoqués par des mouvements de la téte. Ces vomissements

calment la céphalée mais ils peuvent étre suivis par des nausées (Geraud, 2008).

iii. Les troubles de lavigilance

L'augmentation de I'nypertension intracranienne entraine des troubles de la vigilance et
se traduit par une lenteur dans la formation et I'enchainement des idées, une tendance a
I'apathie et & la somnolence, une indifférence et troubles mnésiques, une confusion puis

obnubilation et une torpeur progressive avec un risque de coma (Geraud, 2008).

iv. Les troubles visuels

Signe clinique inconstant, I'cedeme papillaire est a rechercher par un fond d'ceil. Il se
manifeste dans les formes séveres par des troubles visuels: baisse de I'acuité visuelle,
épisode d'éclipse visuelle, diplopie par atteinte du nerf abducens. En I'absence de prise
en charge, les troubles peuvent évoluer vers une cécité irréversible par atrophie optique
(Geraud, 2008).

b) Comitialité

Les crises d'épilepsies sont des signes cliniques fréquents dans les gliomes (Geraud,
2008). Elles sont partielles ou généralisées et révelent 20 a 40 % des tumeurs
cérébrales. Elles sont plus fréquentes pour les gliomes de bas grade. Elles sont
évocatrices de tumeur lorsqu’on I'associe & un syndrome d’hypertension intracranienne,
si elles débutent a I'age adulte. Ceci justifie la réalisation systématique d'un IRM

cérébrale sans et avec injection de gadolinium (voir chapitre 1.4.a.).

c) Les signes déficitaires

Signes de localisation tumorale, liés directement a la compression ou a l'infiltration du

parenchyme cérébrale par la tumeur, ils peuvent étre la premiére manifestation clinique
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ou succéder a des phénomenes épileptiques. Leur apparition se fait de maniére
progressive et varie de quelques semaines a quelgues mois avec une extension du
déficit dit "entache d’huile ". Le type de signe dépend de la localisation tumorale
(Geraud, 2008).

Figure 5 : Répartition des différents lobes du cerveau humain

Figure 6 : Répartition des différentes structures de I’encéphale
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. Les tumeurs frontales

Les tumeurs frontales (Figure 5) se manifestent par des signes cliniques de type troubles
psychiques : réduction progressive de I'activité, troubles de I'attention et de la mémoire
des faits récents, désintérét, indifférence affective, pouvant passer par des phases
d’euphorie et d’excitation et troubles du langage lorsque I'hémisphére dominant est
concerné. Si ces tumeurs ont une localisation fronto-calleuse (Figure 6), les signes
cliniques peuvent se traduire par un état confusionnel pseudo-démentiel et des troubles
de I'équilibre. Il est a remarquer que l'apparition de ces signes cliniques est souvent
tardive (Geraud, 2008).

II. Les tumeurs temporales

Les signes cliniques des tumeurs temporales (figure 5) sont différents suivant
I’'hémisphere dominant ou mineur. Chez une personne droitiere, ’lhémisphére dominant
correspond a [I'hémisphére gauche, on retrouvera des troubles du langage,
compréhension, répétition. Pour une tumeur localisée dans le lobe temporal droit cette
fois, les signes sont peu spécifiques et tardifs, on peut retrouver une hypertension

intracranienne (Geraud, 2008).

[ll. Les tumeurs pariétales

Pour une tumeur pariétale (Figure 5), on retrouve surtout des signes cliniques sensitifs,
qui touchent la sensibilité discriminative : astéréognosie (incapacité de reconnaitre les
objets par le toucher avec la main controlatérale a la |ésion pariétale). Il existe aussi dans

certains cas une atteinte du champ visuel controlatéral (Geraud, 2008).

IV. Les tumeurs occipitales

Dans le cas d’'une tumeur occipitale (Figure 5), le principal symptéme retrouvé est une
atteinte du champ visuel du type hémianopsie latérale homonyme (perte de vision de
I'hémichamp des deux yeux opposé a la lésion soit pour une lésion droite perte des
hémichamps coté gauche) (Geraud, 2008). (Figure 7).
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Figure 7 : représentation du champ visuel avec perte des hémichamps coté gauche lors des

tumeurs occipitales touchant le nerf optique coté droit.

V. Les tumeurs hémisphériques profondes

Il s’agit de tumeurs qui touchent les noyaux gris centraux, avec des atteintes motrices de
type hémiplégie ou hémiparésie (déficit partielle de la force musculaire). On peut
également retrouver des signes sensitifs, comme des douleurs, anesthésies ou

hémihypoesthésies (diminution de la sensibilité de la moitié du corps).

VI. Les tumeurs des commissures

Localisées au niveau du corps calleux (Figure 6), ces tumeurs provoquent
principalement des troubles de la mémoire mais restent longtemps asymptomatiques
(Geraud, 2008).

VII.  Les tumeurs de larégion sellaire

La région sellaire concerne l'axe hypothalamo-hypophysaire et le chiasma optique
(Figure 6). On retrouve surtout des troubles endocriniens et des troubles visuels
(Geraud, 2008).
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5) Diagnostic des gliomes

L'imagerie et les biopsies permettent de confirmer le diagnostic d'une tumeur cérébrale.
lls existent différent types de techniques d'imagerie utilisées (IRM, Pet-Scan, Scanner)
avec chacune leurs qualités et leurs limites. Aujourd'hui I''RM tend a remplacer
l'utilisation du Pet-Scan car ce dernier repére moins précisément que I'IRM les structures
cérébrales sollicitées. Les biopsies sont indissociables de l'imagerie et permettent de
confirmer le diagnostic sur le type de tumeurs. On retrouve deux fagons de réaliser une
biopsie, soit sous anesthésie locale (biopsie stéréotaxique), ou sous anesthésie

générale, suivant la localisation de la tumeur.

a) IRM

L’'IRM ou imagerie par résonance magnétique est un examen radiologique indolore, non
invasif et tres fiable. Il utilise la résonance des noyaux des atomes d’hydrogéne contenus
dans I'eau du corps humain sous l'action d’ondes dites de « radiofréquence ». Les
données ainsi obtenues sont transmises a un ordinateur pour former des images en 2D
ou 3D (Furois, 2005). L'IRM peut étre réalisée avec ou sans produit de contraste (Figure
8A, 8B). Le produit de contraste utilisé est le Gadolinium, ion métallique toxique que I'on
chélate avec une molécule de haut poids moléculaire pour former le chélate de
Gadolinium, non toxique. Cette molécule ne passe pas la barriere hémato-encéphalique
(BHE) en condition physiologique mais seulement lorsque celle-ci se trouve altérée
comme dans le cas des gliomes. L’utilisation d’'un produit de contraste permet d’obtenir
une IRM dynamique de contraste (IRMD). Contrairement & un IRM classique qui montre
la tumeur, I'IRMD permet d’évaluer la micro-vascularisation au sein de la tumeur
(Esnault, 2013b). Pour évaluer cette micro-vascularisation on injecte un volume constant
de produit de contraste dans le sang et on évalue le Ktrans. Ce dernier est un index de
permeéabilité a la perfusion et mesure I'echange du chélate de Gadolinium entre le
plasma sanguin et le milieu extravasculaire. Ceci est trés utile pour estimer et comparer

les réponses a la chimiothérapie avant et aprés traitement. Une diminution du Ktrans de
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50% indique une réponse thérapeutique cliniquement significative (Esnault, 2013b). Un
autre type d’'IRM est utilisée, 'IRM fonctionnelle (IRMf). L'IRMf permet de détecter
I'activation des différentes aires du cerveau. Elle se base sur la mesure de I'effet BLOD
(Blood Oxygenation Level Dependent) (Figure 8C). La stimulation des aires du cerveau
va provoquer une consommation d’oxygéne et donc une augmentation de I'afflux
sanguin. Ce dernier permet de mesurer [I'oxygénation, soit le rapport
oxy/désoxyhémoglobine. La désoxyhémoglobine est paramagnétique et pourra étre
détectée par I'IRM. Cette technique est trés utile pour repérer les régions cognitive et
sensitivomotrice en pré-opératoire de la chirurgie des gliomes. La durée de I'examen

varie de 30 a 40 minutes en fonction du nombre de clichés.

Figure 8 : IRM de glioblastome coté droit, situé dans le lobe pariétal. Sans produit de
contraste (A). Avec injection de produit de contraste (B). IRMf montrant les aires de la vue
stimulée (en orange) (C).

b) Scanner

Le scanner ou tomodensitométrie, trés utile dans le diagnostic des tumeurs du cerveau,
utilise les rayons X. En effet, suivant les tissus, le niveau d'absorption des rayons X est
différent et se traduit par des niveaux de gris différents. Pour améliorer le niveau de
contraste, on injecte au patient un produit de contraste iodé. Le scanner est constitué

d’'un tube émetteur des rayons X en rotation autour du patient (Figure 9). Les rayons X
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qui traversent le patient finissent leur course sur un détecteur qui mesure l'intensité du
faisceau. Ces données seront traitées par ordinateur pour former une image. L'image
ainsi obtenue permettra de localiser précisément les foyers tumoraux (Figure 10)
(Furois, 2005).

L'examen dure environ 15 a 45 minutes. Si le patient présente une allergie a l'iode, un
traitement a base d'antihistaminique et de cortisone devra étre préconisé en amont de

['examen.

tteur de rayons X
ation alternée

Anneau
-

Détecteurs
ou capteurs)

Figure 9: principe du scanner (Furois, 2005).

Figure 10 : Scanner cérébral montrant un gliome de grade Il (2) situé dans le lobe pariétal
gauche

-32-



c) Pet-Scan

Le Pet-Scan ou TEP pour tomographie a émission de positons est un examen qui utilise
le rayonnement gamma pour reconstituer une image. Cette technique est invasive et
nécessite l'injection d’'un marqueur radioactif par voie sanguine. Le marqueur le plus
couramment utilisé pour la détection des tumeurs du cerveau est le 18-FDG ou
18-FluoroDéoxyGlucose, isotope radioactif couplé a un dérivé du glucose (Esnault,
2013c).

Le principe repose sur la formation d’'un positon lors de la désintégration de I'isotope
radioactif. Lorsque le positon interagit avec un électron, il y a émission de deux photons
gamma a 180 degrés I'un de l'autre (Figure 11) (Heron, 2011). Une caméra a positon
détecte les photons émis par les positons afin de reconstituer une image. Le 18-FDG a
une structure proche du glucose et sera capté par les cellules qui en sont fortement
consommatrice comme les cellules cancéreuses, tres glycolytiques. Cet examen ne
remplace pas I'IRM ou le scanner, mais il est complémentaire pour la suspicion de
récidive et permet de mettre en évidence des petites tumeurs non visibles a I''RM ou au

scanner.

@ positon
O électron

Figure 11 : réaction d'annihilation de I'atome de Fluor 18 avec émission de photons (Heron,
2011)

-33-



Il existe d’autres marqueurs utilisés en TEP dans la détection des gliomes, notamment le
18-F-Dopa ou 18 Fluoro Désoxyphenilalanine. Le 18-F-Dopa est un acide aminé,
précurseur de la dopamine converti en dopamine dans la région du striatum par la Dopa
Décarboxylase et qui sera ensuite diffusée hors du corps strié (Karunanithi et al., 2013).
Lors de I'examen le patient doit étre a jeun et au repos complet. Une heure aprées
I'injection du radioélément, I'examen débute et dure 30 minutes environ. Pendant toute la

durée de I'examen le patient doit rester totalement immobile.

d) Biopsie

Une biopsie est un acte chirurgical, qui consiste a prélever un petit €chantillon de tissu
tumoral en vue d'établir un diagnostic. Cet acte est indispensable pour confirmer les
éléments diagnostiques obtenus par I'imagerie. Suivant la localisation de la tumeur, on
réalisera une biopsie sous anesthésie locale ou générale (Esnault, 2013a).

Une biopsie sous anesthésie locale est réalisée lorsque la tumeur n’est pas accessible.
Pour réaliser la biopsie, on utilise un cadre stéréotaxique (Figure 12) posé autour du
crane qui permet de repérer avec précision, au millimétre prés, un point ou cible dans le
cerveau (la tumeur). Le cadre est maintenu en deux temps successifs : on réalise un IRM
(ou scanner) afin de repérer le site de la tumeur, qui est traduit en cordonnée spatiale a
partir des graduations du cadre. Une fois la zone ciblée repérée, le chirurgien réalise un
trou dans le crane (trépanation) pour introduire une aiguille d’aspiration et prélever un
échantillon. Le tout est envoyé a I'anatomopathologiste pour analyse (Esnault, 2013a).
Pour une tumeur accessible, on réalise une exérese sous anesthésie générale. On
procede a l'ouverture de la boite cranienne afin de retirer la tumeur en partie ou dans sa
totalité. Un échantillon, ou biopsie, sera ensuite envoyé a l'anatomopathologie pour
confirmer la nature de la tumeur.

Dans le cas de tumeur asymptomatique a évolution radiologique imperceptible, une
simple surveillance radiologique et clinique est décidée sans biopsie ou chirurgie
(Carpentier, 2008).
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La biopsie est un acte invasif et comporte des risques hémorragiques et infectieux
minimes. D’autres complications peuvent étre retrouvées lors de I'exérése de la tumeur

dues a sa localisation.

Figure 12: Principe des biopsies stéréotaxiques

Il.  Prise en charge thérapeutique des patients atteints
de gliome

La prise en charge thérapeutique des gliomes reste difficile, d’'une part par la localisation
de la tumeur située dans le cerveau, un organe tres fragile et sensible, et d’autre part des
|ésions neuronales irréversibles provoquées par la tumeur. La décision de la stratégie
thérapeutique est multidisciplinaire, elle est faite lors de la réunion de concertation
pluridisciplinaire réalisée par le comité pluridisciplinaire, constitué de différents acteurs
de santé : Médecin généraliste, anesthésiste, neurologue, neurochirurgien, oncologue

médical, oncologue radiothérapeute, pathologiste, radiologue. Cette stratégie
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thérapeutique repose généralement sur un traitement symptomatique et un traitement
étiologique.

Le traitement symptomatique repose sur la diminution des signes cliniques induits par la
présence de la tumeur. L'oedeme cérébral est traité par corticothérapie (SOLUPRED®,
CORTANCYL®, MEDROL®, SOLUMEDROL®, SOLUDECADRON®) et les crises d'épilepsies par
des antiépileptiques (KEPPRA®, DEPAKINE®, LAMICTAL®, TRILEPTAL® ou TEGRETOL®) en
période péri-opératoire et/ou post-opératoire. D’autres complications comme des
troubles digestifs peuvent survenir chez les patients recevant de fortes doses de
corticoides et/ou avec des antécédents d'ulcere. Dans ce cas, des inhibiteurs de la
pompe a proton (IPP) ou des inhibiteurs des récepteurs H2 seront prescrits. D’autre part
les complications thromboemboliques sont plus fréquentes chez les sujets atteints de
gliomes, ce qui accroit I'importance de les surveiller, de les prévenir et de les traiter si
elles apparaissent.

Quant au traitement étiologique, il est instauré pour traiter la tumeur elle-méme. Ce
traitement est constitué de 3 éléments : chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie ou
d’'une association des trois modalités. La décision d’utiliser une ou plusieurs modalités

dépendra :

Du type de tumeur
De la taille et de la localisation de la tumeur

De I'évolution et de I'agressivité de la tumeur

YV V V V

De I'age et de I'état physique du patient

1) La chirurgie
a) Sélection des patients
La sélection des patients pouvant bénéficier d'une exéreése est murement réfléchie. Elle
s’appuie sur des critéres cliniques et anatomo-fonctionnels.
I.  Critere clinique

L’examen clinique pré-opératoire est essentiel afin de pouvoir réaliser ensuite une

cartographie cérébrale par stimulation corticale fiable juste avant I'exérése de la tumeur.
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Elle permet d’évaluer les fonctions motrices, sensitives et du langage. On évalue la
motricité et la sensibilité sur une échelle de 1 a 5. Lorsqu’elles sont inferieures ou égales
a 3/5, la cartographie du cerveau est peu fiable, et cela contre-indique I'exérese de la
tumeur (Guyotat et al., 2005). L'évaluation du langage fait appel a des orthophonistes qui
utilisent le Boston Diagnostic Aphasia Examination (BDAE). Le BDAE est un ouitil
multifactoriel qui permet d'évaluer: la compréhension, la fluence verbale, la génération
des mots, le calcul, un test de latéralité et la dénomination orale des objets (DO80)
(Mazaux and Orgogozo, 1982). Cette derniere épreuve (DO80) est importante car elle est
reproductible en per-opératoire. Si I'on constate plus de 25% d’erreurs de dénomination
d’'objets, la cartographie per-opératoire est contre-indiquée car les aires du langage ne
pourront étre préservés et il sera donc important de rediscuter la prise en charge

thérapeutique du patient.

II.  Critere radiologique

Les criteres anatomo-fonctionnels sont évalués en pré-opératoire a l'aide de I'lRM qui est
I'examen le plus pratiqué pour des raisons de codt et de simplicité. L'IRM nous renseigne
sur le type de gliome et son grade. L'IRMf permet de compléter le bilan sur la localisation
de la tumeur. La localisation dans I'espace permet de situer la tumeur dans une zone
fonctionnelle motrice, somato-sensorielle et/ou du langage. Le but des critéres
radiologiques est de se rapprocher le plus possibles des tests cliniques effectués en
per-opératoire. Ceci est envisageable avec I'IRMf pour évaluer les aires motrices et
sensitives mais plus difficile avec les aires du langage. Il se trouve que le test de base en
per-opératoire DO80 n’est pas un modeéle d’activation spécifique d’'une localisation en
IRMf (FitzGerald et al., 1997). Une fois ce bilan clinique et radiologique réalisé, on peut
convenir ou non d’'une intervention chirurgicale. Une discussion avec le patient doit étre

faite afin de I'informer des risques et des bénéfices d'une telle intervention.

Chez les patients de 70 ans et plus, dans le cas des glioblastomes, la chirurgie est
préconisée avec les mémes criteres cliniques et anatomo-fontionnels. Mais
contrairement aux patients de moins de 70 ans, des facteurs de mauvais pronostic

comme une broncho-pneumopathie chronique obstructive, un déficit moteur ou cognitif,
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un trouble phasique ou une taille tumorale supérieure a 4 cm peuvent contre-indiquer la
chirurgie (Levy et al., 2014). Dans ce cas, soit un protocole standard seul associant radio
et chimiothérapie (Stupp et al., 2005), une radiothérapie seule ou une chimiothérapie

seule peuvent étre indiqués (Glantz et al., 2003) (Chinot et al., 2004).

b) Déroulement de I'exérese

En premier lieu, on doit installer le patient le plus confortablement possible. Les positions
couramment utilisées sont le décubitus dorsal avec I'épaule surélevée et la téte tournée
ou en décubitus latéral. La téte est fixée dans une tétiere a prise osseuse. Pour une
tumeur localisée dans une zone motrice, lors de la mise en place des champs
opératoires, la face et les membres supérieurs et inferieurs controlatéraux resteront
visibles. Ceci permet de contrdler la survenue de mouvements ou de crises comitiales
pouvant étre observés pendant la cartographie motrice lors de l'intervention chirurgicale.
Pour une tumeur située dans les aires sensitives et/ou du langage, le champ visuel et le
pharynx doivent étre dégagés, pour que le patient puisse communiquer visuellement ou
oralement afin d’effectuer le repérage des aires somato-sensorielles et du langage, lors

de la cartographie des aires du langage et sensitives (Mazaux and Orgogozo, 1982).

Lorsque le patient est bien installé on réalise la craniotomie. Dans un premier temps on
commence par faire une anesthésie générale au patient afin d’ouvrir le crane pour retirer
le volet osseux et pratiquer une incision de la dure-mere. Une fois que la tumeur est
accessible on réalise une seconde anesthésie qui peut étre générale ou locale. C'est la
localisation de la tumeur qui oriente le choix d'une anesthésie générale ou locale.
Lorsque la tumeur ne se situe pas dans une aire fonctionnelle, I'exérése est réalisée sous
anesthésie générale de maniere traditionnelle. Si la tumeur se situe dans une zone
fonctionnelle motrice, sensitive ou du langage, I'exérese est réalisée sous anesthésie
locale. La chirurgie se déroule en deux étapes : on réalise dans un premier temps la
cartographie cérébrale afin de repérer et de préserver les zones fonctionnelle et dans un
second temps on procede a I'exérese tumorale.

Dans les deux cas I'exérése tumorale sera la plus large possible toute en respectant les

risques d'un handicap neurologique.
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Suivant le grade des gliomes I'exérése sera différente : Pour un gliome de bas grade,
I'exérese doit étre la plus large possible afin de retarder le passage a I'anaplasie et ainsi
faire disparaitre les crises d'épilepsie. Ceci n'est pas toujours le cas chez des patients
ayant un bilan pré-opératoire qui oblige a subir une exérése partielle. Dans ce cas il sera
alors proposé en premiére intention une chimiothérapie afin de réduire le volume tumoral
dans le but ensuite de pratiquer une exérese totale. Maintenant, dans le cas ou un bilan
pré-opératoire contre-indique I'exérése, une seul biopsie stéréotaxique est réalisée afin
de proposer une radiothérapie et/ou chimiothérapie (Carpentier, 2008).

Dans le cas des gliomes de haut grade, I'exérese doit étre la plus large possible afin
d'augmenter I'espérance de vie. Pour les gliomes de grade Ill I'exérese inclus la prise de
contraste radiologique ainsi que linfiltrat tumoral vu a I''RM tout en préservant les
fonctions neurologiques. Alors que dans le cas des GBM l'exérése se limite a la prise de
contraste radiologique sans se préoccuper de l'infiltrat tumoral (Carpentier, 2008).

Dans un troisieme temps, une fois I'exérése terminée, on réalise une nouvelle stimulation
des aires fonctionnelles afin de contrdler les aires motrices, sensitives et/ou du langage.
Ce contrdle permet d'évaluer le risque d'un déficit neurologique en post-opératoire et de

rassurer le patient sur sa récupération (Guyotat et al., 2005).

c) Réalisation de la cartographie

La réalisation de la cartographie se fait a I'aide d’'une sonde monopolaire (Jaaskelainen
and Randell, 2003) (Taylor and Bernstein, 1999) ou bipolaire, cette derniere étant plus
précise (Haglund et al., 1993) (Kombos et al., 1999). La stimulation du parenchyme
cérébral est débutée a une intensité de 1 mA. Puis on augmente l'intensité de 1 en 1 mA
jusqu’a obtenir une réponse, mais sans dépasser le seuil maximal de 8 mA (Guyotat et
al., 2005). Le seuil maximal correspond a I'intensité susceptible de déclencher des crises
comitiales, qui rendraient la cartographie moins précise. Pour tester les fonctions
cognitives, la sonde doit rester au contact du parenchyme environ 4 secondes. Les
stimulations sont pratiquées tous les centimetres carrés sur I'ensemble de la surface
corticale.

Les fonctions somato-sensorielles sont testées lors de la stimulation par une description

des troubles de la sensibilité par le patient. L’évaluation du langage est plus complexe,
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elle se fait par I'épreuve de base qui est le test DO80, par projection d’images toutes les 5
secondes sur un écran d'ordinateur. Chaque aire corticale est testée trois fois avant
'exérése, afin d'éviter des faux négatifs. Chaque aire fonctionnelle reconnue sera

marquée par une étiquette et préservée lors de I'exérése (Figure 13).

Figure 13 : Cartographie fonctionnelle per-opératoire. a) Cartographie fonctionnelle des zones
corticales avant le début de la résection. b) Cartographie corticale et sous-corticale (étiquette 40)
durant la résection

d) Complications per-opératoires

Le risque de complications est retrouvé lors des anesthésies locales, avec des risques de
surdosage en anesthésique rendant le patient somnolent se qui rend la cartographie peut
fiable. Un risque de crise d'épilepsie survient dans 5 a 20 % des cas, manifestation
stoppée par lirrigation du cortex avec du sérum physiologique froid (Sartorius and
Berger, 1998). D'autres complications plus graves mais exceptionnelles peuvent
apparaitre: dépression respiratoire due a un surdosage en morphinique ou un cedéme

per-opératoire majeur durant I'exérese de la tumeur.

e) Nouvelle approche dans la chirurgie des gliomes.

L'utilisation de la fluoresence lors de la chirurgie ameliore la qualité de I'éxérese des
gliomes et la survie des patients sans recidive (Stummer et al., 2006). Elle utilise I'acide
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5-aminolévunique (5-ALA) qui est un précurseur de I'hémoglobine, métabolisé en
porphyrine fluorescente. Cette porphyrine s'accumule dans les gliomes et est détectee
par microscopie a fluorescence permettent de détecter des ilots tumoraux persistants
(Carpentier, 2008)

2) Radiothérapie

La radiothérapie est systématiquement proposée sauf contre-indication ou age avancé
dans un délai de 4 a 6 semaines apres la chirurgie. Les sources utilisées pour la
radiothérapie des gliomes sont les rayons X. La dose s'exprime en gray (Gy), ou 1 Gy
correspond a une énergie de 1 joule absorbée dans une masse de 1 kilo. L'utilisation des
rayons X a comme avantage de sous-doser l'irradiation des plans superficiels et donc
d'agir plus en profondeur. Pour que la radiothérapie soit optimale il convient de cibler au

mieux la zone a irradier en définissant le volume anatomique a irradier.

a) Volume de radiothérapie

Le volume de radiothérapie correspond au volume anatomique dans lequel on veut
éradiquer la tumeur. Il existe plusieurs volumes cibles pouvant étre individualisés et qui
tiennent comptent de la probabilité d'envahissement tumoral (Kantor et al., 2001), de la
dose que I'on souhaite y délivrer et du risque encouru lors de l'irradiation. Actuellement le
volume cible est défini de facon protocolaire et, en tracant les limites sur I'imagerie, coupe
par coupe, il existe différentes facons de le définir : soit en prenant une marge de sécurité
autour de la prise de contraste tumoral au scanner ou a I''RM, soit en se référant a
I',edeme péritumoral. On définit ainsi le Gross Tumor Volume (GTV), Clinical Carget
Volume (CTV) et le Planning Target Volume (PTV) (Chavaudra and Bridier, 2001)
(Figure 14).

» GTV: volume prenant le contraste au scanner ou a I''lRM avec la cavité
opératoire (Chavaudra and Bridier, 2001).
» CTV: correspond au GTV augmenté d'une marge concentrique de 10

mm, qui peut étre modifiée si nécessaire pour chaque patients en
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fonction de la situation particuliére de la tumeur par rapport aux organes
a risque (OAR) et aux structures voisines et en tenant compte des voies
d’extension possibles et des barrieres anatomiques. Ceci est considéré
comme le protocole standard (Chavaudra and Bridier, 2001).

» PTV: volume autour du CTV qui prend en compte les incertitudes de
repositionnement, généralement de 3 a 5 mm (Chavaudra and Bridier,
2001).

Figure 14: volumes définis pour l'irradiation de la tumeur

b) Protocole de radiothérapie

Le protocole de radiothérapie standard dans le cas des gliomes de grade Il et IV
comporte une dose de 60 Gy, dose maximale pouvant a priori étre recue par le patient
pour des raisons de toxicité sur le SNC. Les 60 Gy recus par le patient sont fractionnés en
5 fractions de 2 Gy par semaine, du lundi au vendredi, sur un intervalle de 6 semaines, ce
qui limite la toxicité au niveau du tissu sain. Pour les gliomes de grade I, le protocole de
radiothérapie se situe a des doses inferieures comprises entre 45 Gy (5 jours par
semaine sur 5 semaines) et 50,4 Gy (5 jours par semaine pendant 5,6 semaines). Il a été
montré dans deux études sur les gliomes se grade I, comparant des doses de 45 (versus
59,4 Gy) et 50.4 gy (versus 64.8 Gy) que de plus fortes doses n‘augmentaient pas la
survie globale (Karim et al., 1996) (Shaw et al., 2002) mais qu'il était retrouvé une

radio-nécrose plus forte dans les 2 ans post-radiothérapie (Shaw et al., 2002).
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La radiothérapie est associée le plus souvent a la chimiothérapie afin d'augmenter
I'efficacité du traitement. L'association de ces deux modalités a un effet additif et peut
donner dans le meilleur des cas une potentialisation des effets. Une étude de phase Il
menée en 2005 sur 573 patients atteints de GBM par Stupp (Stupp et al., 2005) associe la
radiothérapie et un agent alkylant le Témozolomide (TMZ), comparativement a la
radiothérapie seule (Figure 15) (Stupp et al., 2005). Cette étude montre une
augmentation de la médiane de survie de 12,1 mois (radiothérapie seule) a 14,6 mois

pour la radiothérapie associée au TMZ (Figure 16) (Stupp et al., 2005).

830

Figure 15 : Schéma thérapeutique utilisé dans le protocole rapporté par Stupp (Stupp et al., 2005).
Radiothérapie focalisée 60 Gy (30 x 2 Gy), 5j/7] sur 6 semaines, associée au Témozolomide et suivie
de 6 cycles (maximum) de Témozolomide seul; S : semaines

Radiotherap)
- T =
5 12 42
40 144

16 174 1

Figure 16 : Courbe ratio montrant I'augmentation de la médiane de survie chez les patients traités
par radiothérapie seule (rouge) et radiothérapie plus TMZ (bleu) (Stupp et al., 2005)
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3) Chimiothérapie

Le pronostic des tumeurs, malgré un traitement associant la chirurgie et la radiothérapie,
reste faible. L'association de la chimiothérapie dans le traitement des gliomes a permis
d'augmenter la médiane de survie de maniére significative. Une étude publiée par le
Glioma Meta-analysis Trialist (GMTG) (Stewart, 2002) démontre I'intérét d’associer la
radiothérapie a une chimiothérapie par rapport a la radiothérapie seule. Initialement,
cette association était réservée au traitement des récidives. Cependant la sensibilité des
gliomes face a la chimiothérapie reste faible pour différentes raisons dont les plus

importantes sont:

> Le premier est la BHE. En effet, la structure anatomique des capillaires
cérébraux qui constitue la BHE est constituée de cellules endothéliales
pourvues de jonctions intracellulaires serrées et dépourvues de pores. Cette
structure a pour conséquence de limiter la perméabilité des médicaments.
Lorsque la tumeur se développe, l'ultrastructure des capillaires cérébraux se
modifient dans le sens d'une rupture de la barriére vasculaire. Cette rupture
n'‘est que partielle et 'on comprend qu'elle ne laisse passer qu'en partie les

agents anticancéreux (Lang, 1979) (Frenay et al., 1995). .

» La seconde est la résistance des cellules tumorales aux agents anticancéreux,

phénomeéne de résistance produit par des mécanismes indépendants comme:

v' La methylguanine-methyltransférase (MGMT) est une enzyme de
réparation de I'ADN. Une concentration importante de cette enzyme
provoque une chimiorésistance, c'est le cas notamment pour le
Témozolomide (Esteller et al., 2000). En effet, les |ésions créées par des
agents provoquant des cassures des brins d'ADN, comme les agents
alkylants ou les nitroso-urées voient leurs effets diminués. Il a été

montré que les patients ayant une méthylation du géne codant pour la
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MGMT ont une survie plus longue aprés chimiothérapie que les non
méthylés (Hegi et al., 2005).

v’ Les systemes MultiDrug Resistance, ou MDR, provoquent une
chimiorésistance, par l'action d'une p-glycoprotéine (PGP ou GP170
membranaire) présente a la surface des cellules endothéliales des
capillaires cérébraux et tumoraux (Fojo et al, 1987). Cette
p-glycoprotéine est capable d’augmenter I'efflux cellulaire des agents
anticancéreux en dehors de la cellule. En ce qui concerne les gliomes
I'expression de PGP n’est pas retrouvée aux niveaux des cellules
endothéliales. Par contre la PGP est exprimée de maniére inconstante

dans les cellules gliales tumorales elles méme (Matsumoto et al., 1991).

a) Les anticancéreux

Le traitement des patients par chimiothérapie repose sur l'administration locale ou
systémique d'un agent cytotoxique. La voie systémique est la voie la plus utilisée. En effet
l'utilisation des agents cytotoxiques doit tenir compte de I'état général du patient, de I'état
de sa fonction hématopoiétique et des risques de complications infectieuses compte tenu

de leur grande toxicite.

Il existe différents types d'anticancéreux utilisés a I'heure actuelle suivant le type de
gliome. Aprés différents essais cliniques, il a été mis en évidence que certaines drogues
augmentaient la médiane de survie de maniéere significative. Dans le cas des GBM on
retrouve l'utilisation en premiére ligne des agents alkylants alors que pour les gliomes

anaplasiques, on utilise l'association de plusieurs drogues.
I. Les agents alkylants

.1 Les nitroso-urées

Le traitement de premiére intention des GBM a longtemps été les nitroso-urées, avec
une faible majoration du taux de survie se limitant le plus souvent a 18 mois, ainsi

gu'un faible impact sur la médiane de survie (Walker et al., 1978). Les nitroso-urées
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sont des molécules provoquant une alkylation de la molécule d'ADN, au niveau de
'azote N7 de la guanine et en N1 et N3 de l'adénine ou en N3 de la cytosine.
L'alkylation se produit pendant la phase S du cycle cellulaire lors de la réplication de
I'ADN, ce qui a pour conséquence de bloquer le cycle de ces cellules en phase G2.
Cette alkylation peut se faire entre deux molécules d'/ADN de maniéere intra-brins ou
inter-brins, ce qui induit des lésions et provoque la mort cellulaire (Pourquier, 2011).
Les nitroso-urées sont des molécules lipophiles, ce qui leur permet donc de passer la
BHE facilement. En conséquence, elles représentent un intérét majeur pour le
traitement des tumeurs cérébrales (Brion, 2003). En terme d'effets indésirables, on
retrouve une myélotoxicité retardée de 5 a 6 semaines, qui touche les trois lignées
cellulaires, provoquant une anémie, une neutropénie et une thrombopénie. D’autres
effets indésirables fréquents sont les nausées et vomissements qui surviennent dans
les deux heures suivant l'administration de la chimiothérapie. Les principales

molécules utilisées sont:

La carmustine (Bicnu™) ou BCNU pour « Bis-Chloroéthyl-Nitroso-Urée »,
La lomustine (Bélustine™) ou CCNU pour « Chloroéthyl Cyclohexyl Nitroso-Urée »,

La fotémustine (Muphoran™)

Les nitroso-urées restent utilisées seules ou en association dans le cadre du
protocole polychimiothérapeutique (PCV) dans le cas des gliomes de grade Ill. En
effet il a été démontré que la présence d'une codélétion 1p-19q était étroitement liée a
la chimiosensibilité (Cairncross et al., 1998). Cette étude a mené a la réalisation
d'autres études qui montrent une augmentation significative sur la médiane de survie
de 14.7 ans contre 7.3 ans dans le protocole radiothérapie-PCV contre radiothérapie

seule (Cairncross et al., 2012).

1.2 Le Témozolomide

Le Témozolomide (TMZ) est I'agent alkylant le plus utilisé dans le traitement des GBM en

premiére intention et en situation de récidive. C’est un agent alkylant de deuxieme

génération de la classe des imidazotétrazines, molécule qui passe facilement la BHE et

qui propose un profil d’effets indésirables faible. Une étude de phase Il menée par Stupp
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(Stupp et al., 2002) sur 64 patients visant a évaluer la toxicité du protocole thérapeutique
(Figure 15) décrit si dessus, démontre une toxicité acceptable. Les effets secondaires
marquants étaient une neutropénie, une thrombopénie ou les deux chez 6% des patients
et une lymphopénie tres fréquente survenant chez 79% des patients (Stupp et al., 2002).
Son mécanisme d’action est une alkylation sur les bases de guanine en position O6 et
N7, ce qui entraine I'apoptose des cellules tumorales par l'intermédiaire du systeme de
réparation des mésappariements (MMR). En effet, l'alkylation induit une erreur
d’appariement, qui lors des réplications suivantes active le MMR de maniere répétitive
(Figure 17) (Benouaich-Amiel et al., 2005). Son administration se fait par voie orale de
maniere concomitante a la radiothérapie, soit une dose de 60 Gy fractionnée a 2 Gy x 5
jours sur 6 semaines et une dose de TMZ de 75 mg/m?/j pendant 7 jours par semaine
pendant 6 semaines. Puis 6 cycles (maximum) de fagon adjuvante au traitement initial a

une dose de 200mg/m? x 5 jours tous les 28 jours (Stupp et al., 2005) (Figure 15)

Figure 17. Mécanisme d’action du Témozolomide (Benouaich-Amiel et al., 2005)
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II.  Protocole polychimiothérapeutique

Le protocole de polychimiothérapie ou protocole PCV, est I'association de plusieurs
agents cytotoxiques. Il résulte de I'utilisation de deux agents alkylants la Procarbazine et
le Lomustine associé a la Vincristine, un agent de poison du fuseau mitotique.
L’indication du protocole PCV donne un meilleure résultat dans le traitement des
oligodendrogliomes anaplasiques que dans les astrocytomes de haut grade (van den
Bent et al., 2006). L'apparition d’effets indésirables reste acceptable avec I'apparition
d’'une myélotoxicité touchant les trois lignées cellulaires. La prise du traitement se fait en
deux cures d’'une durée de 29 jours, soit la premiére cure a J1 et la seconde a J56
(Figure 18) (About et al., 2013).

L INE
voie
1g/mj

Figure 18 : Protocole de polychimiothérapie PCV

b) Nouvelles perspectives thérapeutiques
l. Introduction

A I'heure actuelle plusieurs essais cliniques sont en cours d'évaluation, avec des
thérapies ciblées utilisées seules ou en association avec la radiothérapie et/ou avec la
chimiothérapie conventionnelle. Plusieurs cibles impliquées dans la gliomagenése sont a
I'étude, notamment des inhibiteurs de voies moléculaires de transduction du signal dans

les GBM. On retrouve des inhibiteurs de tyrosine kinase et des anticorps monoclonaux
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dirigés contre le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), le récepteur du
facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGFR), le facteur de croissance de
'endothélium vasculaire (VEGF), le récepteur des facteurs de croissance plaquettaire
(PDGFR) (Figure 19). En fonction des études, certaines molécules ont montré des
résultats encourageants sans pour autant apporter un réel bénéfice sur la médiane de
survie des patients.

= m

Figure 19 : Représentation des différentes molécules et des voies utilisés dans les nouvelles
approches thérapeutique des traitements des GBM (Scaringi et al., 2013

).
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Il. Le Bevacizumab ou Avastin™

Le Bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF (Figure
19), bloquant I'interaction du VEGF avec son récepteur. Plusieurs études sur des lignées
cellulaires de GBM ont montré une augmentation dose-dépendante du taux de VEGF
aprés une seul dose de rayonnement, qui conduit a une augmentation de I'angiogenése
tumorale et serait responsable de la radiorésistance des cellules endothéliales et
tumorales (Gorski et al., 1999) (Gupta et al., 2002). Une étude de phase Il menée par Lai
et al (Lai et al., 2011) sur 70 patients atteint de GBM, associait le Bevacizumab par voie
IV a une dose de 10 mg/kg tous les 14 jours pendant toute la durée du traitement a la
radiothérapie focalisée 60 Gy (30 x 2 Gy, 5j/7j sur 6 semaines) et au TMZ pendant toute la
durée du traitement suivant le protocole Stupp.et al (Stupp et al., 2005). (Figure 20). La
durée du traitement a été évaluée en fonction de la progression de la tumeur avec un
maximum de 24 cycles de TMZ apres la radiothérapie. Les résultats ont montré une
survie médiane de 19,6 mois et un taux de survie sans progression de 13,6 mois. Cette
étude a été comparée a une étude témoin sur 110 patients traités par un traitement
standard qui obtenait une médiane de survie de 21,1 mois et un taux de survie sans
progression de 7,6 mois. Ce traitement montre une amélioration du taux de survie sans
progression mais aussi une absence d’amélioration de la survie globale. Dans
I'ensemble, les résultats obtenus montrent que le traitement Bevacizumab associé a la
radiothérapie et le TMZ est bien toléré chez les patients avec une toxicité acceptable.

Ces résultats préliminaires ont mené a une étude de phase Il qui a été publiée en 2014
par Chinot et al (Chinot et al., 2014). La méthode utilisée au cours de cette étude est la
suivante : Deux groupes de patients ont été constitués. Le premier groupe (458 patients
nouvellement diagnostiqués pour un GBM), a recu une dose de Bevacizumab de 10
mg/Kg par voie intraveineuse toutes les 2 semaines en association au protocole standard
de Stupp (Stupp et al., 2005). A la fin du protocole standard, une dose de 15mg/Kg de
Bevacizumab seule a été injectée toutes les 3 semaines, jusqu’a progression de la
maladie ou I'apparition d’effets indésirables inacceptables. Le second groupe constitué
de 463 patients quant a lui recevait un placebo (a la place du Bevacizumab) suivant les
mémes modalités. Les résultats ont montré une survie sans progression plus longue soit

10,6 mois dans le groupe Bevacizumab contre 6,2 mois dans le groupe placebo. Comme
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dans I'étude de phase Il mené par Lai (Lai et al., 2011), la survie globale a 1 an est peu
améliorée soit 72,4% dans le groupe Bevacizumab contre 66,3% dans le groupe placebo
et & 2 ans soit 33,9% dans le groupe Bevacizumab contre 30,1% dans le groupe placebo.
Par contre une toxicité de grade 3 se retrouve de maniére plus importante dans le groupe
Bevacizumab de I'ordre de 66,8% contre 51,3% pour le groupe placebo. En conclusion
'association du Bevacizumab avec le protocole standard de Stupp ne montre pas
d’amélioration significative pour la survie des patients atteins de GBM, mais nous montre
une amélioration de la durée de vie sans récidive pouvant étre néanmoins associée a

une toxicité plus éléve (Chinot et al., 2014).

Bavacizumab
Temozolomide

Radiation

-

Recurrence

Figure 20 : Protocole de traitement associant le Bevacizumab au protocole Stupp dans le cadre de
I’étude de phase Il menée par Lai et al (Lai et al., 2011).

lll. Le Vandétanib ou Capresla™

Le Vandétanib est un inhibiteur multi-cible : il agit a la fois sur le VEGFR et 'EGFR et
présente une activité antitumorale en bloquant I'angiogenése tumorale et la prolifération
cellulaire (Figure 19). Des études précliniques montre que le Vandétanib associé a la
radiothérapie inhibe la croissance tumorale de facon dose-dépendante (Winkler et al.,
2004) (Ansiaux et al., 2009). Quelques études de phase | ont été mises en place dont une

par Drappatz et al (Drappatz et al., 2010). Concernant cette étude, qui inclut 13 patients
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nouvellement diagnostiqués pour un GBM, le protocole mis en place était pour 6 patients
une dose de 200 mg/jour de Vandétanib associée a la radiothérapie et au TMZ selon le
protocole standard. Au bout de 12 semaines de thérapie 3 patients sur 6 ont développé
des effets secondaires associés a une dose létale toxique (DLT). Les 7 autres patients
guant a eux ont été traités avec une dose plus faible de 100 mg/jour, sans développer de
DLT. La dose maximale tolérée a donc été établie a 100 mg/jour. Les résultats de cette
étude ont montré une survie globale de 11 mois et une survie sans progression de 8 mois.
Une étude de phase Il est en cours, dans laquelle les patients sont inclus soit dans le bras

Vandétanib + TMZ et radiothérapie soit dans le bras TMZ + radiothérapie.

IV. Le Vatalanib

Le Vatalanib est un antagoniste du récepteur VEGFR (Figure 19). Deux études de phase
| ont été réalisées: la premiére, menée par Brandes et al (Brandes et al., 2010) sur 19
patients atteints de GBM, montre une médiane de survie sans progression de 6,8 mois et
de survie globale de 1,3 mois. La seconde étude de phase | réalisée sur 19 patients par
Gerstner et al (Gerstner et al., 2011), montre une médiane de survie sans progression de
7,2 mois et de 16,2 mois pour la survie globale. Les essais de phase Il prévus ont été
interrompus en raison d'essais clinique de phase Ill décevants, réalisé sur des patients

atteints d'un cancer colorectal métastasé.

V. Le Sorafenib

Le Sorafenib est également un inhibiteur d’activité tyrosine kinase. Cette molécule agit en
bloguant la phosphorylation de plusieurs récepteurs a activité tyrosine kinase comme le
VEGFR, PDGFR et c-kit ou en bloguant directement I'activité sérine- thréonine kinase de
différentes molécules comme les RAFs (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma). L'inhibition
des ces voies de signalisation contribue a réduire I'angiogenese et active I'apoptose des
cellules tumorales in vitro (Siegelin et al., 2010) (Yang et al., 2010) (Carra et al., 2013).
Une étude de phase | menée sur 18 patients, dont 11 avaient un GBM nouvellement
diagnostiqué et 7 un GBM en récidive, a été initiée par Den et al (Den et al., 2013). Le
protocole établi était le suivant : une dose de 200 mg de Sorafenib deux fois par jour ou

de 400 mg deux fois par jour combinée a la radiothérapie et le TMZ montrait une toxicité
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hématologique de grade 3 et 4 chez 22% des patients recevant une dose de 200 mg et de
55% chez ceux recevant une dose de 400 mg, nécessitant I'arrét du traitement. Les
doses retenues pour I'étude de phase Il ont donc été de 200 mg deux fois par jour
combinées a la RT et au TMZ contre une dose de 400 mg deux fois par jour combinée a
la RT seule. Les résultats obtenus lors de cette phase | montrent un médiane de survie de
18 mois chez les 11 patients atteints d'un GBM nouvellement diagnostiqué et de 24 mois
pour les patients atteint d’'un GBM en récidive. En conclusion, I'étude de phase | réalisée
par Den et al (Den et al., 2013) montre que I'association de Sorafenib a une dose de 200
mg combinée avec la RT et le TMZ ou avec une dose de 400 mg combinée avec la RT
seule peut étre utilisée en toute sécurité en vue d’'une étude de phase Il.

Une nouvelle étude de phase | réalisée par Hottinger et al (Hottinger et al., 2014) a été
publié en 2014. L'objectif de cette étude était de démontrer la toxicité du Sorafenib en vue
de son utilisation en association avec la RT et le TMZ. L'étude comprenait 17 patients
nouvellement diagnostiquée pour un GBM. La dose retenue était 200 mg deux fois par
jour de Sorafenib combiné ala RT et le TMZ. Sur les 17 patients, 2 patients ont développé
une thrombocytopénie, 1 patient souffrait de diarrhées et 1 patient avait une
hypercholestérolémie. La survie sans progression était de 7,9 mois avec une survie
globale de 17,8 mois. Les auteurs ont conclu que les effets indésirables induits par le

Sorafenib étaient importants.

D’autres études seront surement nécessaires afin d’envisager une utilisation dans une

étude de phase II.

VI. Le Cilengitide

Le Cilengitide est un pentapeptide cyclique de faible poids moléculaire qui inhibe des
intégrines bien spécifiqgues (avB3 et avp5) ayant notamment un réle important dans
I'angiogeneése des gliomes. Une étude de phase I/ll portant sur 52 patients souffrant d’un
GBM nouvellement diagnostiqué a été réalisée par Stupp et al (Stupp et al., 2010). Le
protocole était le suivant : association de 500 mg de Cilengitide deux fois par semaine
plus RT et TMZ (selon le protocole standard) pendant tout la durée de la chimiothérapie.

Les résultats étaient les suivant : la médiane de survie était de 16,1 mois et 6 mois sans

-53-



progression. Une autre étude de phase Il sur 112 patients atteints de GBM nouvellement
diagnostiqués a éteé réalisée par Nabors et al. (Nabors et al., 2012). Une dose de 500 mg
ou de 2000 mg de Cilengitide était administrée deux fois par semaine en association a la
RT et le TMZ. La toxicité retrouvée pendant I'utilisation du Cilengitide a la dose de 500 mg
et 2000 mg était une toxicité hématologique ou non de grade 3 ou 4. Chez 58% des
patients recevant une dose de 500 mg et 34% des patients recevant une dose de 2000
mg, les effets indésirables étaient une toxicité hématologique (Nabors et al., 2012). A la
fin des six cycles de chimiothérapie adjuvante de TMZ, le Cilengitide a été administré en
monothérapie jusqu’a progression de la tumeur. La médiane de survie était de 19,7 mois
avec une tendance plus favorable chez les patients recevant une dose a 2000 mg et une
médiane de survie sans progression de 9.9 mois sans différences entre les deux
groupes. Ces résultats ont conduit a la réalisation d’'un essai clinique de phase Il réalisé
par Stupp et al (Stupp et al., 2014) sur 545 patients présentant un MGMT méthylé afin
d’évaluer l'efficacité et la sécurité du Cilengitide en comparaison avec le traitement
standard RT plus TMZ (GBM nouvellement diagnostiqué). Les résultats obtenus lors de
cette étude ne montrent pas de différence sur la survie globale entre le groupe Cilengitide
et le groupe témoin, qui est de 26,3 mois pour les deux groups (Stupp et al., 2014). En ce
qui concerne la toxicité du Cilengitide les deux groups ont développé des effets
indésirables hématologiques ou non hématologiques de grade 3 ou 4, dans des
proportions voisines (Stupp et al., 2014). Les auteurs ont conclu que I'ajout du Cilengitide
avec le TMZ plus RT n’améliore pas les résultats cliniques sur la survie des patients. Des
résultats similaires peu concluants ont été obtenus chez des patients porteurs d’un
MGMT non méthylé (Nabors et al.,, 2015). Le développement du Cilengitide comme

médicament anticancéreux a donc été arrété (Stupp et al., 2014).

VII. Les inhibiteurs de 'TEGFR

La famille des récepteurs & 'EGFR est une cible thérapeutique potentielle intéressante
dans le traitement des GBM. L'EGFR est une glycoprotéine transmembranaire et
appartient a la superfamille des récepteurs a tyrosine kinase. Elle se compose d’'un
domaine extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire. La fixation de son ligand sur

le domaine extracellulaire induit une cascade de phosphorylations et une succession
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d’activations enzymatiques, responsables de la stimulation de la prolifération cellulaire,
de processus de survie et de migration (Yarden, 2001). Le récepteur a 'lEGFR est
fortement exprimé dans beaucoup de tumeurs y compris dans les gliomes (Salomon et
al.,, 1995). Pour 40% des glioblastomes on retrouve une forte amplification et
surexpression du gene EGFR (Libermann et al., 1985) (Wong et al., 1987) qui induit la
croissance de la tumeur, la migration, l'invasion (Lund-Johansen et al., 1990) ainsi
gu’une forte résistance aux rayonnements ionisants (Barker et al., 2001). Ceci a orienté
les recherches vers de nouvelles cibles thérapeutiques afin de bloquer les voies de
signalisation de 'EGFR avec lutilisation d’anticorps monoclonaux ou d’inhibiteurs

d’activité tyrosine kinase.

Deux molécules sont en cours d’évaluation pour le GBM dans des essais clinique de
phase | et 1l : le Gefitinib et 'Erlotinib. Le mécanisme d’action de ces deux molécules est
assez similaire. Leur action se fait sur le site de liaison & I'ATP dans la partie
intracellulaire du récepteur a 'lEGFR. Cette liaison réversible provoque une inhibition de
la transduction du signal en aval de la cascade enzymatique (Mendelsohn and Baselga,
2006). Deux études de phase Il réalisées par Van den bent et al en 2009 pour I'Erlotinib
(van den Bent et al., 2009) et par Rich et al en 2004 (Rich et al., 2004) pour le Gefitinib ont
permis d’évaluer la réponse des patients atteints de GBM en récidive vis-a-vis du
traitement en monothérapie. Ces études n’ont pas montré une différence significative
dans de la survie globale des patients atteints de GBM par rapport a un traitement
standard. Par contre des études précliniques in vitro et in vivo ont permit de démontrer
gue ces molécules avaient la capacité d’améliorer la radiosensibilité des GBM (Bianco et
al., 2002) (Harari and Huang, 2002).

VIl L'Erlotinib

Des essais cliniques de phase Il ont été réalisés afin de démontrer I'efficacité et la toxicité
de I'Erlotinib lors de son association avec le traitement standard proposé par Stupp et al.
Ces études ont montré des résultats differents en termes de survie et de toxicité. La
premiére, réalisé par Prados et al (Prados et al., 2009) sur 65 patients atteints de GBM
nouvellement diagnostiqués, suivait le protocole suivant : Une dose d’Erlotinib de 100 mg

par jour était administrée chez les patients non traités par des antiépileptiques (groupe A)
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ou une dose de 200 mg par jour était administré chez les patients recevant un traitement
antiépileptique (groupe B) pendant toute la durée de la chimiothérapie suivant le
protocole standard de Stupp et al. Deux semaines apres la fin de la chimiothérapie le
traitement adjuvant par TMZ a été poursuivi et les doses d’Erlotinib ont été augmentées a
150 mg par jour pour le group A et 300 mg par jour pour le groupe B. Les résultats
obtenus ont montré une toxicité liée a I'Erlotinib acceptable et tolérable de grade 3 ou 4,
de type diarrhée, éruption cutanée, fatigue ainsi qu’une toxicité hématologique (Prados et
al., 2009). En terme de survie, les résultats obtenus sont, pour la survie globale, de 19,3
mois et de 8,2 mois pour la survie sans progression (Prados et al., 2009). La seconde
étude de phase Il réalisé par Brown et al en 2008 (Brown et al., 2008) sur 93 patients
sans traitement antiépileptique et nouvellement diagnostiqués pour un GBM, montre des
résultats différents en terme de toxicité et de survie. Le protocole était le suivant:
L’Erlotinib a été délivré une semaine avant le début du traitement par chimioradiothérapie
(protocole Stupp) a une dose de 150 mg par jour. Son administration fut poursuivit a la
méme dose pendant tout la durée du traitement adjuvant par TMZ jusqu'a progression de
la maladie. Les résultats obtenus montrent une toxicité accrue de grade 5 chez deux
patients qui ont développé une pneumonie et une infection non liée a une neutropénie
(Brown et al., 2008). En terme de survie les résultats sont peu différents des résultats
obtenus lors de l'utilisation du protocole standard, avec une survie sans progression de

7,2 mois et une survie globale de 15,3 mois.

En conclusion, suivant les études de phase Il réalisées, la toxicité I'Erlotinib n’est pas la
méme, ainsi que la survie globale des patients qui differe assez fortement tout en restant
assez proche des résultats retrouvés pour le protocole standard. On peut penser que la
dose d’Erlotinib délivrée pendant la chimioradiothérapie joue un réle important en terme
de toxicité et donc dans la survie globale des patients. D’autres études seront

nécessaires afin de tirer des conclusions pour une éventuelle utilisation en thérapeutique.
VIIL.2 Le Gefitinib

Les études sur le Gefitinib sont peut nombreuses. Dernierement une étude de phase /1l a
été réalisée afin d’évaluer I'innocuité et son efficacité par Chakravarti et al (Chakravarti et

al., 2013). L’étude de phase | comprenait 31 patients dont 18 patients sous traitement
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antiépileptique (groupe A) et 13 patients sans traitement antiépileptique (groupe B). Le
groupe A a recu une dose de 750 mg et le groupe B une dose de 500 mg en association
avec la RT a une dose de 60 Gy en 30 fraction de 2 Gy. Puis le Gefitinib a été administré
en monothérapie pendant 18 mois ou jusqu'a progression de la maladie ou jusqu'a que la
toxicité soit inacceptable. Les doses maximales tolérées étaient 750 mg pour le groupe A
et 500 mg pour le groupe B avec une toxicité de grade 3 ou 4 non hématologique ou
hématologique (Chakravarti et al., 2013). La phase Il réalisée par Chakravarti et al
(Chakravarti et al., 2013) sur 147 patients sans traitement antiépileptique nouvellement
diagnostiqués d’'un GBM, a suivi le méme protocole avec l'utilisation d’'une unique dose
de 500 mg de Gefitinib. La toxicité observée était la méme que durant I'essai clinique de
phase |. Les résultats obtenus concernant la survie sans progression était de 4,9 mois et
la survie globale de 11,5 mois, contre 11 mois lors de l'utilisation d’'un traitement par RT
seule. En conclusion, I'ajout du Gefitinib avec la RT est bien toléré, mais m’augmente pas
de maniére significative la survie globale des patients. D’autres études doivent étre

envisagees, peut-étre avec I'ajout de TMZ, afin de voir les effets sur la survie globale.
VIII. Les inhibiteurs de la voie mTOR

MTOR (mammalian target of rapamycin) est une serine-thréonine kinase. C’est une
protéine qui rentre dans la constitution de 2 complexes différents (INTORC1 et mTORC?2).
L’activation de mTOR se fait par I'activation de la cascade enzymatique PI3K/Akt. Cette
activation provoque une inactivation du facteur d’initiation de la traduction 4E-BP
(4E-binding protein) et l'activation de S6K1 (protéine kinase ribosomale) par des
phosphorylations, ce qui favorise la prolifération et la croissance cellulaire (Figure 21)
(Fingar et al., 2002). Les inhibiteurs de la mTOR qui sont utilisés actuellement sont
'Evérolimus et le Temsirolimus. Ces deux médicaments sont déja utilisés dans le

traitement d’autres cancers, dont le cancer du rein ou le cancer du sein avanceé.

Deux essais de phase | ont été réalisés afin d’évaluer l'innocuité et l'efficacité des

inhibiteurs de la mTOR dans le traitement des GBM.
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Figure 21 : Voies de signalisation de la mTOR avec phosphorylation de S6K et 4E-BP

VII.1 Le Temsirolimus

Le premier essai clinique réalisé par Sarkaria et al (Sarkaria et al., 2010) pour le
Temsirolimus était le suivant : Au total, 25 patients nouvellement diagnostiqués d'un
GBM ont été inclus dans 'essai clinique. Dans un premier temps 12 patients ont recu une
dose de 25 mg une fois par semaine en IV, une semaine avant le début du protocole
standard de Stupp puis une fois par semaine pendant toute la durée du traitement. La
dose de Temsirolimus a été augmentée a une dose finale de 75 mg/semaine. Au niveau
de la toxicité, 6 patients ont développé une infection et trois sont décédés. La dose létale

était de 75 mg/semaine au cours du traitement adjuvant par TMZ.

-58 -



Dans un second temps, 13 patients supplémentaires ont recu une dose de 25 mg/
semaine augmentée a 75 mg/semaine, une semaine avant et pendant le traitement par
RT et TMZ. L’administration de Temsirolimus a cette fois-ci été stoppée au début du
traitement adjuvant par TMZ. Deux patients sont décédés au cours du traitement. La
dose recommandée a été fixée a 50 mg/semaine. Au niveau de la toxicité, une toxicité de
grade 3 et 4 hématologique et non hématologique est survenue (Sarkaria et al., 2010). La
médiane de survie observé chez les 12 premiers patients était de 13,3 mois et pour les 13

autres patients de 10,2 mois (Sarkaria et al., 2010).
VIII.2 L’Evérolimus

La deuxieme étude de phase | réalisée par Sarkaria et al (Sarkaria et al., 2011) sur 18
patients nouvellement diagnostiqués pour un GBM était la suivante : L’'Evérolimus a été
administré par voie orale une fois par semaine a la dose de 30 mg pour arriver a une dose
de 70 mg/semaine. La premiére dose a été administrée une semaine avant le début du
traitement standard par RT et TMZ puis pendant toute la durée du traitement adjuvant par
TMZ jusqu'a 6 mois ou jusqu'a progression de la maladie ou une toxicité inacceptable.
Aucun patient n’a du interrompre le traitement et la toxicité est restée acceptable avec
une toxicité de grade 3 et 4 non hématologique et hématologique. La dose recommandée
est de 70 mg par semaine d’Evérolimus. Les résultats obtenus ont montré une stabilité de
la maladie chez 15 patients, 1 patient était en régression, 1 patient était en progression et

1 patient avait une réponse partielle (Sarkaria et al., 2011).
b) Conclusion

Au vu du petit nombre de patients dans ces deux essais, aucune conclusion ne peut étre

faite a ce jour. D’autres études de phase Il doivent étre réalisées.
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Xl. Conclusion

Le travail effectué par les équipes de recherche dans la découverte de nouvelles cibles
thérapeutiques et la prise en charge des GBM, ne semble pas montrer pour le moment de
réelle avancée. En terme de survie globale, les résultats obtenus sont modestes, on
retrouve en effet peu de différences entre le protocole standard proposé par Stupp et al
en 2005 et les nouveaux essais cliniques de phase Il et Ill. Ces résultats modestes
peuvent s’expliquer en partie par une mauvaise compréhension des mécanismes
moléculaires de résistance au sein des différentes sous-populations cellulaires présentes
au niveau de la tumeur. En effet les molécules utilisées ne ciblent la plupart du temps
gu'une seule voie de signalisation moléculaire, ce qui pourrait engendrer des
phénomeénes de résistance a la radiothérapie et a la chimiothérapie. On pourrait ainsi
poser I'hypothése que les cellules cancéreuses de GBM utilisent d'autre voies de
signalisation afin de maintenir leur survie et d’accroitre leur nombre. De plus, ces
thérapies pourraient ne cibler qu'une partie des cellules de la tumeur, au détriment de
certaines sous-populations plus résistantes, comme les cellules cancéreuses dites
« souches » (CSC). Une meilleure compréhension des voies de signalisation et des
mécanismes de résistance, en particulier dans ces sous-populations, permettrait trés
probablement de mettre en ceuvre des thérapies ciblées innovantes visant a la fois les
cellules cancéreuses, constituant I'essentiel de la tumeur, ainsi que les cellules souches
de GBM, connues pour favoriser la récidive de ces tumeurs cérébrales trés agressives
(Cheng et al., 2010).
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Place de la radiothérapie dans le traitement des GBM et
ses effets vis-a-vis des mécanismes de résistance
cellulaire.

1) Place de la radiothérapie dans le traitement des gliomes

La radiothérapie, associée a la chimiothérapie, reste aujourd’hui le traitement de
premiére intention en complément de la chirurgie, quand celle-ci est possible. Pourtant
les GBM restent des tumeurs tres radiorésistantes. Cette radiorésistance peut étre
expliquée par difféerent mécanismes cellulaires. On retrouve notamment des
modifications des mécanismes de réparation de '’ADN et des altérations des voies de
mort cellulaire par apoptose, en particulier les processus de survie dépendants de la voie
de signalisation d’EGFR (Milano and Magne, 2003) (Barker et al.,, 2001). La
radiosensibilité dépend aussi particulierement du cycle cellulaire : on retrouve en effet
une plus grande radiosensibilité pour les cellules en phase G2/M (Cadirola and Dutrillaux,
1984). Malgré des résultats relativement modérés sur la médiane de survie, son
association avec la chimiothérapie (Témozolomide) a néanmoins permis d’augmenter
sensiblement la survie globale des patients souffrant de gliomes. La radiothérapie reste
donc a I'heure actuelle un traitement indispensable dans le traitement des GBM.
Cependant, malgré ce traitement, la récidive survient quasi systématiquement, tres
majoritairement au niveau du site initial ou la tumeur a pris naissance et dans 10% des
cas a distance (mais toujours au niveau cérébral). Parmi les hypotheses pouvant
expliquer ces récidives, il a été montré que les GBM sont des tumeurs trés hétérogénes.
Il existe en effet au sein des GBM différentes sous-populations cellulaires, dont une
sous-population de cellules cancéreuses aux propriétés souches (GBM Stem-like Cell,
GSC), possédant une tres forte radiorésistance et chimiorésistance et tres tumorigenes
(Cheng et al., 2010). Le caractére souche de ces cellules pourrait ainsi étre fortement
associé a la récidive quasi-systématique des GBM. Différentes équipes de recherche
travaillent actuellement sur le fait que la radiothérapie pourrait traiter efficacement la

majeure partie des cellules au sein de la tumeur tout en étant capable au contraire de
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potentialiser les mécanismes de résistance et de récidive en favorisant le développement
et la survie de cette population de GSC au sein de la tumeur. C’est ce que nous allons
voir dans la partie suivante a travers une étude réalisée lors de mon stage de M1 (2010)
avec I'équipe de recherche des Pr. Cohen-Jonathan Moyal et Dr. Toulas dans I'équipe
« Radiorésistance tumorale, des voies de signalisation a I'essai clinique » de I'INSERM
UMR 1037 du CRCT (Centre de Recherches en Cancérologie de Toulouse) (ex unité
Inserm U563). Ces expérimentations préliminaires ont abouti 4 ans aprés a la publication

d’'un article scientifique dont je suis co-auteur et figurant & la suite de ce rapport de M1..

2) Etude des effets de la radiothérapie sur les cellules de
GBM vis-a-vis de leur état de différenciation.

a) Introduction

L'étiologie des GBM est mal connue et différentes hypothéses ont été proposées. Celle
de l'origine génétique consiste notamment en l'implication possible de mutations des
genes du systeme de réparation MMR (MisMatch Repair) qui augmenterait le risque
tumeur cérébrale (Quigley et al., 2007). Cependant, différentes études et observations,
notamment cette capacité a récidiver a distance, suggerent la présence, au sein de la
tumeur, de cellules tumorales encore plus résistantes a la radiothérapie et tres
tumorigenes, capables de résister au traitement radio-chimiothérapeutique puis de
migrer en dehors de la zone initiale. Depuis quelques années, de nombreuses études
montrent en effet qu’il existe au sein des GBM une population de cellules ayant des
caracteres souches, les GSC, localisées au niveau de niches périvasculaires
subventriculaires (Altaner, 2008; Gilbertson and Rich, 2007). Ces GSC peuvent se
caractériser par I'expression du marqueur souche CD 133, ainsi que par d’autres
caracteéristiques propres aux cellules souches de GBM : formation de neurospheres,
auto-renouvellement, multipotence et potentiel tumorigénique accru (Rich, 2009; Singh et
al., 2004b). Ces GSC présentent notamment une plus forte activité des systémes de

réparation de I'ADN (Bao et al.,, 2006a), et une expression augmentée d’ABC

-62 -



transporteurs entrainant un efflux important de molécules thérapeutiques
(Hirschmann-Jax et al., 2004), ce qui leur permettrait d’étre fortement résistantes aux
différents traitements. Ainsi, grace a leur chimio et radiorésistance et a leur fort potentiel
tumorigéne, les GSC pourraient étre les acteurs principaux des récidives apres

traitement.

Par ailleurs, il a été récemment postulé que les traitements conventionnels radio- et
chimiothérapeutiques, déja impuissants a cibler ces GSC, pourraient méme augmenter le
nombre de ces cellules souches cancéreuses, conduisant ainsi a un risque accru de récidive
(Charles and Holland, 2009). Il a également été montré que I'hypoxie pouvait induire la
rétro-différenciation de cellules tumorales, notamment dans le cancer du sein (Helczynska et
al., 2003), les neuroblastomes (Jogi et al., 2003) et recemment dans les GBM, via I'activation
des facteurs de transcription HIFs (Hypoxia Inducible Factors) (Heddleston et al., 2009). De
plus, il été démontré que lirradiation des cellules de GBM entrainait 'accumulation de HIF1a
(Tabatabai et al., 2006), favorisant probablement un état pseudohypoxique transitoire et la
stimulation des voies de signalisation liées a I'nypoxie. L'équipe dans laquelle jai réalisé ce
travail a donc émis I'hypothése que différents signaux de stress induits dans les cellules de
GBM lors de leur irradiation pouvaient entrainer, au moins en partie, leur rétro-différenciation
vers un état de cellules souches cancéreuses, provoquant alors une augmentation des GSC

dans la tumeur.

b) Matériels et méthodes
i.  Culture cellulaire sous PSM Il
i.1 Culture des cellules souches de glioblastome

Les GSC sont cultivées sous forme de neurosphéres dans une association de GSC et de
cellules dites « non souches » en suspension. Leur croissance se fait dans un milieu
spécifique, le milieu SCM qui est une association de DMEM F12 (milieu de base pour les
cellules neuronales), d’'Hepes a 30 mmol/L (tampon utilisé pour maintenir le pH a 7.4)
ainsi que d’un additif B27 (Invitrogen) dilué au 1/50°™, une association de facteurs de
croissance utilisée pour la croissance des cellules souches neuronales. A ce milieu sont

ajoutés deux facteurs de croissance spécifiques pour garder le caractére souche des
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cellules : 'EGF (Epidermal Growth Factor) et le FGF (Fibroblast Growth Factor) a 15
ng/mL final. Les cellules sont maintenues dans un incubateur en atmosphére humide a

37°C avec 5% de CO, pour permettre leur croissance.
i.2  Culture des cellules différenciées de GBM

La culture des cellules différenciées se fait a partir des neurosphéres qui ont été au
préalable dissociées. Leur dissociation se fait mécaniqguement a I'aide d’'une micropipette
(type P1000) par aspiration et refoulement du milieu. Il faut au préalable centrifuger les
neurosphéres 5 min a 1000 rpm a 4°C afin de séparer les cellules du milieu SCM. Le culot
est ensuite remis en suspension dans un 1 mL de DMEM F12 avant d’étre ensemenceé
dans une flasque T25 ou T80 avec du milieu DMEM F12 contenant 10% de Sérum de
Veau Fcetal (SVF). L'adhérence, la différenciation et la  croissance de ces cellules se
fait & 37°C avec 5% de CO,,

i.3 Procédé de rétro-différenciation « aidée »

Les cellules de GBM différenciées pendant au moins 10 jours de culture en milieu SVF
sont lavées préalablement avec du PBS 1x stérile (Phosphate Buffered Saline) apres
aspiration du milieu puis mises en présence pendant 8 jours supplémentaires de milieu
SCM identique au milieu de culture des GSC. Leur culture se déroule dans I'incubateur a
37°C avec 5% de COs,.

i.4 Passage des cellules

Le passage ou repiquage des cellules permet de diviser une population de cellules
(neurosphéres ou cellules différenciées de GBM) arrivées a confluence ou trop denses.
Dans le cas des neurosphéres, il faut au préalable dissocier mécaniquement les
neurosphéres dans 1 mL de milieu DMEM F12. Celles-ci sont ensuite repiquées au 1/3
dans une flasque T80 et complétées a 10 mL de milieu SCM. Le repiquage des cellules
différenciées se fait par aspiration du milieu, rincage par 3 mL de PBS et décollement du
tapis cellulaire par 2 mL d’une solution de trypsine. Aprés 5 min d’incubation a 37°C dans
l'incubateur, les cellules sont reprises dans 7 mL de milieu SVF pour étre repiquées au

1/3 dans une nouvelle flasque T80 puis complétées a 10 mL de milieu SVF.
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ii. Irradiation
L’irradiation des cellules se fait a l'aide d’un irradiateur pour cellules et petits animaux
(Gamma-cell Nordion 40) a une dose de 4 Grays (dose établie pour notre protocole), a
température ambiante. Les cellules irradiées sont ensuite remises en culture dans

I'incubateur.

iii.  Cytométrie de flux

iii.1 Principe de la cytométrie de flux

Le cytometre de flux (FACScalibur, Becton Dickinson, San José, Etats-Unis) permet
d’analyser individuellement chaque cellule ou noyau circulant dans un flux liquide et
passant devant le faisceau d’'un laser émettant a 488 nm (Figure 22A). En utilisant des
phénoménes de diffraction, 'appareil peut caractériser les cellules selon leur taille (FSC :
diffraction a grand angle), leur granulométrie (SSC : diffraction a petit angle) (Figure
22B) et leur fluorescence (FL1, FL2 et FL3). La fluorescence émise par les cellules est
filtrée puis collectée par trois photomultiplicateurs capables de détecter trois longueurs
d’ondes d’émission différentes (FL1 : 530 £ 15 nm, FL2 : 585 + 20 nm et FL3 : >650 nm).
Les signaux collectés sont ensuite amplifiés, numérisés, traités et mis en mémoire

(Logiciel CellQuest, Becton Dickinson).
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Figure 22A : Principe du FACS. Un flux de liquide contenant les cellules défile devant un laser. Les signaux
lumineux émis sont séparés par des filtres et collectés par des photomultiplicateurs (PMT) qui détectent
trois longueurs d’'ondes d’émission différentes (FL1 530 nm ; FL2 585 nm et FL3 >650 nm). Les PMT
convertissent les signaux lumineux (photon) en signaux électriques (volts), qui sont ensuite convertis en

signaux numériques. Les données numériques collectées sont alors traitées et stockées.
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Figure 22B : les cellules peuvent étre caractérisées par le FACS, grace a des phénomenes de diffusion
lumineuse. La lumiére diffractée dans I'axe (FCS) donne des informations sur la taille des cellules. Quand a
la lumiére diffractée a 90° (SSC) elle permet de connaitre la granulométrie des cellules, information

récupérées par des photodétecteurs (Lecureur-Rolland, 2009).
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iii.2 Analyse morphologique de la population de GSC par cytométrie

Pour lanalyse des GSC, nous avons appliqué les techniques cytométriques
d’identification des populations souches et non-souches décrites par Clément et al.
(Clement et al., 2010) (Mlynarik et al., 2012). En fonction de la FCS et de la SSC, on peut
déterminer deux populations de cellules, nommées FLO et FL1, a partir de
neurospheéres fraichement dissociées et resuspendues dans 500 pL de PBS (Figure 23).
La population FL1, une fois triée, présente les caractéristiques propres aux cellules
souches de GBM (auto-renouvellement (clonogénicite), formation de neurosphéres
secondaires, pluripotence et tumorigenese chez la souris). Cette population peut
comporter une proportion de cellules autofluorescentes en FL1-H. Au contraire, la
population FLO, qui n'est pas autofluorescente, ne posséde pas l'ensemble de ces
caractéristiques phénotypiques et présente donc un état plus différencié dit « non
souche » (Clement et al., 2010). Les cellules différenciées (adhérentes) de GBM sont

analysées de la méme facon.
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FL1-H
Figure 23 : Caractérisation en cytométrie des populations FL1 (souches) et FLO (différenciées) dans les

neurosphéres dissociées, selon (Clement et al., 2010).
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iii.3  Analyse de la mort cellulaire par cytométrie

L’analyse de la nécrose se fait en méme temps que I'analyse morphologique décrite en
iii.2. Les cellules de neurosphéres dissociées meécaniqguement ou les cellules
différenciées aprés trypsination sont centrifugées a 1000 rpm pendant 5min a 4°C puis
reprises dans 500 puL de PBS 1x. Une solution de Bleu Trypan (Sigma, St Quentin,
France) est ajoutée au 1/250. Cette sonde fluorescente pénétre instantanément dans les
cellules dont la membrane plasmique est Iésée et permet donc la mesure de la nécrose
cellulaire. Les cellules perméables au Bleu Trypan sont détectées par cytométrie en
FL3-H. 15 000 événements sont analysés au miminum pour déterminer le pourcentage

de cellules nécrotiques dans les populations FL1 et FLO.

Pour la mesure de I'apoptose, nous avons analysé le pourcentage de cellules en sub-G1,
c'est-a-dire présentant une fragmentation de leur ADN caractéristique du processus
apoptotique. Pour cela, les cellules dissociées ont été reprises dans 150 uL de PBS puis
complétées par le méme volume d’une solution de lyse (PBS 1x, 0.1% citrate de sodium
et 0.1% Triton X-100) contenant un agent fluorescent intercalant de 'ADN, I'iodure de
propidium (PI, Sigma), & une concentration finale de 20 pg/ml. La suspension cellulaire
est incubée 10 min a température ambiante, a I'abri de la lumiére. 100 puL de PBS est
ajouté pour obtenir un volume final de 400 pL. Les cellules en sub-G1 sont alors
analysées en cytométrie par la mesure de la fluorescence du Pl en FL2-H. 15 000
évenements sont analysés au miminum pour déterminer le pourcentage de cellules

apoptotiques dans les populations FL1 et FLO.

iv. Extraction des ARN messagers

La purification des ARN messagers (ARNm) a été réalisée a I'aide du kit RNeasy mini de
chez Qiagen. Le principe repose sur l'utilisation d’'une colonne de silice qui permet de
retenir au maximum 100 pg d’ARN d’une longueur supérieure a 200 bases. Une étape de
centrifugation peut étre réalisée afin d’accélérer la séparation des ARN. L'utilisation de
silice permet de retenir les ARNm sans retenir les ARN de transfert ni les ARN
ribosomaux, car inferieurs & 200 bases. Un tampon de lyse  spécifique permet de lyser

les membranes cellulaires et de désactiver les RNases. L’éthanol améliore I'hybridation
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de I'ARN a la silice et donc la purification. La récupération ultérieure des ARNm se fait par
ajout d’eau sans RNases qui va rompre les liaisons ioniques des ARNm avec la silice.
Les ARNm sont ensuite dosés par spectrophotométrie UV au moyen d’'un Nanodrop

(Thermo Scientific).

v. Revers Transcription-PCR (RT-PCR)

La RT-PCR permet de transformer ’ARN extrait en ADNc. Nous avons utilisé pour cela le
kit iScript cDNA synthesis (Bio-Rad). L’étape de transcription va se faire grace a une
enzyme, la reverse transcriptase, ajoutée a une solution spécifique (Mix 5X) fournie dans
le kit. Cette solution contient notamment les nucléotides et amorces nécessaires pour
former ’ADNc. 500 ng d’ARNm, préalablement chauffés & 65°C, ont donc été repris dans
15uL d’eau, puis complétés par 4pL de Mix 5X et 1 yuL d’enzyme. La RT-PCR, réalisée
sur un thermocycleur, se compose d’'un cycle de 40 min : 5 min a 25°C, 30min a 42°C
correspondant a I'étape de transcription inverse, et 5min a 85°C pour inactiver 'enzyme.

L'’ADNc obtenu est ensuite conservé a -80°C.

vi. PCR quantitative (PCRQ)

La PCR quantitative permet d’amplifier une séquence d’ADN connue et de quantifier
I’ADN de facon absolue, aprés établissement d’'un étalonnage ou de facon relative par
rapport a un géne de référence. Elle est réalisée dans un thermocycleur Icycler (Bio-Rad)
avec le kit Master SYBRgreen qPCR (Bio-Rad). On mélange 5 pL d’ADNc (contenant 50
ng équivalent RT) a un mélange de 20 pL de SYBRgreen, d’'amorce sens, anti-sens et
eau. Un témoin est réalisé a partir d'eau (sans ADNc). Le mélange est centrifugé 1 min a
1200 rpm puis réaction de PCRq La quantité de transcrits est calculée par rapport a la
quantité de transcrit d'un gene de référence. Le choix du gene de référence variant le
moins possible dans les conditions de traitement a été préalablement effectué a I'aide du
logiciel Genorm (Center for Medical Genetics) qui calcule une moyenne géométrique
donnant une valeur M. Cette valeur représente la variation d’expression du gene de
référence entre les différentes conditions. Cette différence doit étre inférieure a 0,5 pour

valider le géne. Les différences d’expression relative des différents génes d’intérét par
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rapport a ce gene de référence sont ensuite mesurées a l'aide du logiciel Genex
(Bio-Rad). Le géne B2 microglobuline a ainsi été sélectionné comme géne de référence
dans notre étude. Les amorces sens et anti-sens des marqueurs CD133 et GFAP sont

indiquées dans le tableau lll.

Séquences des amorces de PCRq (Tableau 1)

Sens: 5 GCATTGGCATCTTCTATGGTT 3
CD133

Rev: 5’ CGCCTTGTCCTTGGTAGTGT 3

A Sens: 5 ACATCGAGATCGCCACCTAC 3’
FAP
Rev: 5’ ATCTCCACGGTCTTCACCAC 3'

c) Résultats
i. Protocole de traitement des cellules de GBM

Pour le traitement des cellules de GBM, 3 protocoles ont été mis en place afin d’évaluer
I'influence de lirradiation sur I'état plus ou moins différencié des cellules de GBM. Pour
chaque protocole, des contréles non irradiés ont été réalisés.

Protocole A: Irradiation des neurospheres a une dose de 4Gy, suivie de la dissociation
mécanique des neurospheres précédant leur différenciation en milieu SVF (Figure 24 A).
Protocole B: Dissociation des neurospheres mécaniquement, suivie de lirradiation des
cellules a une dose de 4Gy, puis de leur différenciation en milieu SVF (Figure 24 B).
Protocole C: Dissociation des neurosphéres mécaniguement, suivie de la différenciation
en milieu SVF des cellules obtenues. L'irradiation des cellules différenciées est alors
effectuée aprés 20h d’adhérence a une dose de 4Gy (Figure 24 C).

Pour chacun des 3 protocoles, les neurospheres dissociées a JO ont été transférées dans
3 flasques T25, en milieu SVF pendant 10 jours pour permettre leur différenciation
complete. A J10, la premiére flasque a été utilisée pour contrdler la morphologie (par
microscopie) et réaliser les études de caractérisation par cytométrie et PCRq. Les 2
autres flasques ont ensuite été utilisées pour étudier le processus « aidé » de
rétro-différenciation dans ces cellules irradiées et différenciées. Une des deux flasques

est ainsi gardée en milieu SVF (comme témoin) tandis que la deuxieme est placée en
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milieu SCM pendant 8 jours. A J18, les cultures sont arrétées, et les études
morphologique et phénotypique par cytométrie et PCRqg ont été réalisées, comme

indiqué a la Figure 24.

»>Morphologie
»FACS
»Nécrose (Bleu Trypan)
> SubG1 (Apoptose)
A | Protocole A »ARN
Neurosphéres »Morphologie
il >FACS \
J-1 J J10 J18

l |
I >

0

| |
I | |
D ———————
Réversion (2 conditions):

Difféerenciation (Milieu SVF) > Milieu SVF
#Milieu Souche

B | Protocole B

Neurospheéres

|

J-1 J J10 J18

0
| | | |
I | | >
e ~ g c—
Réversion (2 conditions):

Differenciation (Milieu SVF) > Milieu SVF
»>Milieu Souche

C | ProtocoleC

Neurosphéres
J-1 JO J1 J10 J18
| | | | |
I 1 1 1 >
o]
et S -
v hd
Réversion (2 conditions):
Différenciation (Milieu SVF) > Milieu SVF

> Milieu Souche

Figure 24 : Protocoles A, B et C utilisés dans le traitement des cellules de GBM
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ii. Caractérisation des cellules de neurosphéres et des cellules
différentiées de GBM

Des neurosphéres isolées a partir du GBM du patient A1 sont cultivées en routine au
laboratoire. L'étude de la morphologie cellulaire, réalisée a l'aide d’'un microscope
optique (grossissement 10x), permet de montrer que les neurosphéres, en suspension,
sont complétement différenciées en cellules adhérentes de GBM aprés 10 jours de
culture en milieu SVF (figure 25 A). Les cellules adhérentes obtenues ont des
morphologies assez hétérogénes. D'apres la littérature, les GSC, pluripotentes, peuvent
en effet se différencier dans trois lignées adhérentes différentes : astrocytaire, neuronale
et oligodendrocytaire (Piccirillo et al., 2006). Cette capacité de pluripotence n’a pour le

moment pas été étudiée.

L’étude des neurosphéres et des cellules différenciées au FACS permet de confirmer
I'existence de 2 types de populations (figure 25 B). Dans la projection SSC/FSC une
population de cellules se distingue nettement dans la région R1. En comparaison avec
les expériences menées par Clément et al. (Clement et al., 2010), la population mise en
évidence correspond au type FL1 composée de GSC. Apreés différenciation des cellules
de neurospheres dissociées en milieu SVF, une nouvelle population de cellules devient
trés majoritaire (région R2). Elle correspond au type FLO et se compose des cellules de
GBM différenciées (Clement et al., 2010). Les neurosphéres sont constituées
majoritairement de GSC (population FL1) qui représente 45% des cellules contre 10% de
FLO (figure 25 B). Apres 10 jours en milieu SVF, les cellules s’orientent vers la
différenciation et la population FLO devient majoritaire avec 40% de FLO contre 10% de
FL1 (figure 25 B). Ces résultats confirment les résultats des études de morphologie en

microscopie optique.

Afin d’appuyer les résultats obtenus au FACS, I'expression de différents marqueurs a été
explorée par PCRq. Le premier marqueur étudié est CD133, une glycoprotéine
transmembranaire, dont I'expression permet de définir une population de cellules
souches tumorales dans les GBM (Singh et al., 2004b). Le deuxiéme marqueur est la
GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), une protéine du cytosquelette des cellules de GBM

différenciées dans la voie astrocytaire (Piccirillo et al., 2006). Les neurospheres
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expriment 7 fois plus CD133 que les cellules différenciées a J18 (Figure 25 C), tandis
que les cellules différenciées expriment 6 fois plus la GFAP que les neurospheres. Au
final, 'expression de ces 2 marqueurs permet de caractériser de facon adéquate I'état

plus ou moins différencié des cellules de GBM dans cette étude.

Figure 25 : Caractérisation des cellules de neurosphéres et des cellules différenciées de GBM. Ces

cellules ont été observées en microscopie optique (A) puis caractérisées, aprés dissociation, en cytométrie
de flux (B). Les cellules analysées par cette technique ont été quantifiées selon leur appartenance a la
population FL1 (GSC) ou a la population FLO (cellules non souches). (C) Les ARNm ont été extraits a partir
de neurospheres et de cellules différenciées. Aprés RT-PCR, I'expression relative des marqueurs CD133

(marqueur souche) et GFAP (marqueur non souche) a été étudiée par PCRq.
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iii. Effets des rayonnements ionisants sur |’état de différenciation des

cellules différentiées des GBM

Nous avons comparé pour les protocoles A, B et C les effets des RI sur I'état de
différenciation des cellules cultivées en milieu SVF pendant 18 jours. Les
observations en microscopie optique ne montrent aucune différence significative
entre les cellules irradiées a une dose de 4 Gy et les cellules non irradiées, quelque
soit le protocole utilisé (Figure 26 A).

L’étude phénotypique en cytométrie de flux a permis de quantifier le pourcentage des
populations FL1 et FLO & J10 et J18, en présence ou non de RI et en fonction des
protocoles A, B et C (figure 26 B). Le pourcentage de GSC a J10 (population FL1) ne
montre pas de variation significative en réponse aux RI, quelque soit le protocole
utilisé. Cependant, a J18, il y a une augmentation de la population FL1 d’un facteur
~2, avec un maximum atteint dans le protocole C. La population FLO ne montre pas de
variation significative a J10, mais on observe a J18 une diminution de I'ordre de 40%
de cette population FLO par rapport aux cellules non irradiées. Il est a noter qu'ily a
trés peu de variation dans les populations témoins entre J10 et J18, ce qui laisse
penser que les RI sont bien responsable du doublement de la population FL1 et de la
diminution de la population FLO de 40% a J18. L’étude cytométrique permet ainsi de
mettre en évidence, a la différence des observations en microscopie optique, un effet
rétro-différenciant a long terme (J18) des RI sur les cellules de GBM différenciées et

ceci quelque soit le protocole utilisé.

Afin de voir si cet effet des RI était associé a une altération des processus de mort
cellulaire, nous avons mesuré le pourcentage de cellules nécrotiques (Figure 26 C)
et de cellules apoptotiques (Figure 26 D) dans ces cultures. On n’observe pas de
variations significatives de la nécrose apres irradiation a J18, ni pour la population
FL1 ni pour les FLO (Figure 26 C). La méme chose est observée pour I'apoptose, sauf
dans le cas du protocole C (irradiation post-différenciation) ou le pourcentage de
cellules FL1 en sub-G1 est léegerement augmenté (Figure 26 D). Il est a noter que,
dans les neurospheres fraichement dissociées, un pourcentage notable de cellules

FL1 est en apoptose (20%), probablement & cause des effets déléteres du processus
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de dissociation mécanique, et que les cellules FLO sont fortement nécrotiques (65%),
en accord avec les observations de Clément et al (Clement et al., 2010). Selon cette
étude en effet, seules les cellules FL1 sont capables de redonner des neurospheres

secondaires, alors que les cellules FLO meurent rapidement aprés dissociation

Enfin, I'étude de I'expression des ARNm codant pour CD133 dans les cellules
irradiées ou non en milieu SVF depuis 18 jours montre une variation importante de
I'expression de ce marqueur souche (figure 26 E), avec jusqu’a 4 fois plus de CD133
dans les cellules irradiées par rapport aux cellules témoins (protocole B). Cette
expérience permet de montrer que lirradiation des cellules de GBM induit, a
relativement long terme, une augmentation du pourcentage de GSC associée a une
augmentation du marqueur souche CD133 dans des cultures de cellules de GBM

maintenues en milieu différenciant.
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Figure 26 : Effet des rayonnements ionisants sur I'état de différenciation des cellules différenciées de

GBM. Les cellules de GBM, irradiées ou non par 4Gy selon les protocoles A, B ou C, ont été maintenues
pendant 18 jours en milieu différenciant puis observées en microscopie optique a J18 (A) et caractérisées
en cytométrie de flux (J10 et J18) (B). Les cellules analysées par cette technique ont été quantifiées selon
leur appartenance a la population FL1 (GSC) ou a la population FLO (cellules non souches). Pour chaque
population, I'analyse de la mort cellulaire par nécrose (C) et par apoptose (D) a été menée par cytométrie
de flux comme indiqué dans la partie Matériels et Méthodes. (E) Les ARNm ont été extraits a J18 a partir de

ces cultures. Aprés RT-PCR, I'expression relative du marqueur CD133 a été étudiée par PCRq.

iv. Effet des rayonnements ionisants sur le processus de

rétro-différenciation « aidé » des cellules de GBM différenciées

A J10, alors qu'aucune variation des pourcentages des populations FL1 et FLO n’est
encore constatée (Figure 27 B), les cellules de GBM irradiées ou non selon les
protocoles A, B ou C sont placées en milieu SCM pendant 8 jours supplémentaires pour
permettre d’initier un processus de rétro-différenciation aidé. Les observations en
microscopie optique permettent de mettre en évidence en présence de milieu SCM (i)
une rétraction cellulaire, (ii) une perte d’adhérence des cellules différenciées de GBM et
(iii) la reformation partielle de neurospheres (Figure 27 A). Ces effets sont observés,
chez le patient A1, pour les cellules non irradiées et pour les protocoles A et B. Pour le
protocole C, ces effets se manifestent de facon plus discrete. Nous avons d’ailleurs noté
un nombre beaucoup plus faible de cellules pour ce protocole C, laissant présager une

diminution de la prolifération cellulaire ou une augmentation de la mort cellulaire.
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Les analyses en cytométrie nous confirment que I'augmentation de la population FL1
aprés 8 jours en milieu souche est importante dans les cellules témoins, en passant de
5% a 25% (Figure 27 B), alors que le pourcentage de FLO diminue de 60% a 35%
(Figure 27 C). Les RI, pour les protocoles A et B, amplifient cette augmentation du
pourcentage de GSC (FL1) induite par le processus « aidé » de rétro-différenciation
(Figure 27 B), avec jusqu’a 35% de cellules FL1. On n'observe pas cette potentialisation
de l'effet rétro-différenciant pour le protocole C. Concernant les cellules FLO (Figure 27
C), les RI conduisent déja a une diminution importante de leur pourcentage dans les
cultures maintenues en milieu SVF, comme vu précédemment a la Figure 23 B. Le
processus de rétro-différenciation « aidée » entraine, en présence de RI (protocoles A et
B), une forte potentialisation de cette diminution de la population FLO, qui passe alors de

35% a 10%. L'effet observé pour le protocole C est beaucoup plus modeste.

L’analyse de la mort cellulaire lors de ce processus de rétro-différenciation aidée a été
menée et on observe que le pourcentage de cellules nécrotiques dans la population FL1
(figure 27 B, a) demeure tres faible et n’est pas modifié par les RI ni par le milieu SCM.
En ce qui concerne I'apoptose (figure 27 B, b), les RI entrainent en milieu SCM une
faible diminution du niveau basal d’apoptose dans la population FL1. Cette diminution
n'est cependant pas retrouvée dans le protocole C. La population FLO quant a elle
(Figure 27 C) montre une augmentation modérée de la nécrose (Figure 27 C, a) et de
I'apoptose (Figure 27 C, b) lorsque les cellules témoins sont placées en milieu SCM. Les
RI, quelque soit le protocole utilisé, potentialisent fortement cette augmentation des
pourcentages de cellules nécrotiques et apoptotiques, avec jusqu’a 40-50% des cellules
FLO en nécrose ou apoptose. En milieu SCM, lirradiation augmente donc la nécrose et
I'apoptose des cellules FLO de maniere significative, ce qui n’est pas le cas en milieu
SVF.

L’expression du marqueur souche CD133 a également été analysée par PCRq lors de ce
processus aidé de rétro-différenciation. Le passage en milieu souche de cellules non
irradiées augmente I'expression de CD133 d'un facteur 5 par rapport aux cellules

différenciées (Figure 27 D). Les RI potentialisent trés fortement cette surexpression,
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avec au maximum un facteur 16 pour le protocole C. Les protocoles A et B montrent une

amplification de CD133 d’un facteur 10 et 12, respectivement.

L’ensemble de ces résultats montrent bien, notamment pour les protocoles A et B, que
les Rl amplifient nettement la rétro-différenciation des cellules différenciées de GBM

quand celles-ci sont placées en milieu souche.
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Figure 27 : Effet des rayonnements ionisants sur le processus de rétro-différenciation « aidé » des cellules

dissociées J10-J18 Souche J10-J18 Souche J10-J18 Souche J10-J18 Souche

J10-J18 J10-J18 J10-J18 J10-J18
B80T —% FLO T+ 80
[ ] —— % SubG1 dans FLO
501 1 50
40} 1 40
[==]
|
L 30{ 130
oS
20t 120
10t 110
nd

Neurosphéres SVF Milieu SVF Miliew SVF Milieu SVF Milieu
dissociées J10-J18 Souche J10-J128 Souche J10-J18 Souche J10-J18 Souche

J10-018 J10-0128 J10-018 J10-018
18
16
14
12 1
5
= 10
o
o
= 8
5
= 6
4
2 ﬁ

I?eurosphéres SVF Milieu SVF Milieu SVF Miliew SVF Miliew
dissociées J10-J18 Souche J10-J18 Souche J10-J18 Souche J10-J18 Souche
J10-J18 J10-J18 J10-J18 J10-J18

%MNeécrose

% SubG1

de GBM différenciées. Les cellules de GBM, irradiées ou non a 4Gy selon les protocoles A, B ou C, ont été
maintenues pendant 10 jours en milieu différenciant (SVF) puis placées pendant 8 jours supplémentaires
en milieu SVF ou en milieu CSM. Les cultures cellulaires ont été observées en microscopie optique a J18
(A) et caractérisées en cytométrie de flux & J18 afin de quantifier les populations FL1 (B) et FLO (C). Pour
chaque population, I'analyse de la mort cellulaire par nécrose (B, a et C, a) et par apoptose (B, b et C, b) a
été menée par cytométrie de flux comme indiqué dans la partie Matériels et Méthodes. (D) Les ARNm ont
été extraits a J18 a partir de ces cultures. Aprés RT-PCR, I'expression relative du marqueur CD133 a été

étudiée par PCRq.
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d) Discussion

Le but de ce travail était de déterminer si la radiothérapie, destinée a éliminer les cellules
de GBM restant sur le site tumoral aprés exérese chirurgicale, pouvait permettre
d’induire, dans les cellules survivantes, un processus de rétro-différenciation vers un état
de cellule souche et ainsi contribuer a la radiorésistance de ces tumeurs et a leur récidive,

puisque ces GSC sont connues pour étre tres radiorésistantes et tumorigénes.

Dans un premier temps nous avons caractérisé les cellules souches isolées a partir de
neurosphéres établies chez un patient atteint de GBM, ainsi que leurs homologues
différenciées et adhérentes placées en milieu SVF. Nous avons confirmé par ces
analyses phénotypiques que cette lignée de neurosphéres, capable de former des
neurosphéres secondaires, contient bien une fraction majoritaire de GSC (population
FL1) Nous avons également montré la capacité de ces neurosphéres a se différencier
quasi totalement en cellules de GBM adhérentes et non-souches apres 10 jours en milieu
SVF (population FLO). Enfin, cette caractérisation phénotypique par cytométrie de flux a
été appuyée par l'analyse en PCRq de différents marqueurs souches (CD133) et
différenciés (GFAP). Ainsi, les neurospheres, contenant une majorité de GSC, expriment

7 fois plus CD133 que les cellules différenciées, qui elles expriment 6 fois plus la GFAP.

Ces méthodes de caractérisation ayant été établies, nous avons alors étudié les effets de
l'irradiation sur les cellules de GBM au moyen de trois protocoles. Ces derniers ont été
établis afin d’analyser I'effet des RI sur les neurosphéres bien formées en milieu SCM
(protocole A), sur les neurosphéeres dissociées en milieu SCM (protocole B) et sur les
cellules de neurosphéres en voie de différenciation (adhérentes) apres 20h en milieu
SVF (protocole C). Nous avons tout d’abord placé ces cellules en milieu différenciant
pendant 18 jours et nous avons alors comparé les pourcentages respectifs des
populations FL1 et FLO a J10 et J18. Nous avons constaté que les populations FL1 et
FLO, qui ne changent pas significativement a J10 en réponse aux RI, varient a J18 avec
une augmentation de la population FL1 et une diminution de la population FLO, quelque
soit le protocole utilisé (variations maximum pour le protocole C). Cette augmentation des
GSC est corrélée a la surexpression de CD133 dans ces cellules irradiées (facteur 3).

Ces résultats nous permettent de penser que les RI entrainent, a assez long terme une
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rétro-différenciation de certaines cellules adhérentes et différenciées de GBM vers un
état souche, sans que ce processus soit accompagné d’'une augmentation de la mort
cellulaire par apoptose et nécrose, exception faite du protocole C ou une faible

augmentation de I'apoptose est constatée dans les cellules FL1.

Nous avons ensuite comparé les effets de lirradiation sur les cellules placées a J10 en
milieu SVF (témoin) et en milieu SCM, afin d’orienter les cellules différenciées vers un
processus « aidé » de rétro-différenciation. Les résultats obtenus montrent qu’avec ce
procédé, les RI potentialisent fortement la rétro-différenciation des cellules de GBM en
milieu SCM, avec une augmentation de la population FL1 (jusqu’'a +10%), une forte
diminution de la population FLO (inférieure a 10%) et une forte amplification de la
surexpression de CD133. Pour le protocole C, si la surexpression de CD133 est bien
visible, les effets sont moins évidents pour les variations des populations FL1 et FLO.
Pour ce protocole, la présence d’'une apoptose plus importante et d'une nécrose notable
dans les cellules FL1 obtenues pourraient expliquer le fait que cette potentialisation de la
rétro-différenciation ne soit pas visible au niveau du pourcentage de FL1. Il serait donc
intéressant de reproduire ce protocole C avec une dose plus faible de Rl afin de diminuer
la mort cellulaire de la population FL1 et ainsi observer si l'irradiation de cellules de GBM
en cours de différenciation peut également augmenter la population FL1. En ce qui
concerne les protocoles A et B, 'augmentation de la population FL1 pourrait étre reliée a
la diminution de I'apoptose observée dans ces cellules aprés irradiation (-8 a 10%).
D’apres ces résultats, il semblerait que les RI amplifient la rétro-différenciation des
cellules de GBM différenciées quand celles-ci sont engagées dans un processus de

rétro-différenciation aidée.

Ces résultats nécessitent bien sdr d’étre confirmés chez ce patient Al ainsi que dans des
lignées de GBM obtenues a partir de tumeurs d’autres patients. Si ces effets sont
reproduits, il conviendra d’identifier les mécanismes par lesquels les RI entrainent (i) la
rétro-différenciation dans les cellules de GBM difféerenciées (Figure 26) et (ii) la
potentialisation de la rétro-différenciation lors du processus « aidé » en milieu SCM
(Figure 27). Parmi les mécanismes potentiels, il serait intéressant de regarder si des
variations de la mort cellulaire par apoptose pourraient étre a I'origine de I'augmentation

de la population GSC, comme le suggeére la Figure 27Bb. Il est important également de
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voir si des variations de la prolifération des différentes populations FL1 et FLO
accompagnent ces processus de rétro-différenciation. Ensuite, I'analyse de I'expression
d’'un plus large panel de marqueurs souches et différenciés est nécessaire, a la fois au
niveau protéique (cytométrie de flux, Western-Blot) et des ARNm. Un nombre important
de ces marqueurs sont des facteurs de transcription (STAT3) ou des acteurs
moléculaires (Notch) impliqués dans le maintien de I'état souche (Cheng et al., 2010;
Rich, 2009) et leur surexpression ou activation dans les cellules de GBM exposées aux
RI, montrée par un certain nombre d’études (Tabatabai et al., 2006; Wang et al., 2010),
pourrait entrainer les phénomenes de rétro-différenciation observés ici. A plus long
terme, il sera également nécessaire de confirmer in vivo chez la souris ce phénoméne de
rétro-différenciation au moyen de xénogreffes orthotopiques (Delmas et al., 2003) et
d’évaluer par cette méme technique le potentiel tumorigene des cellules de GBM
engagées, apres irradiation, dans le processus de rétro-différenciation. Enfin, il
conviendra de valider in vivo et in vitro les mécanismes et cibles identifiés et leur impact

sur la tumorigenése et la radiorésistance par I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques.

3) Article publié dans Cell Death & Disease (nov. 2014).

L’étude ci-dessus réalisée en 2010 pendant mon stage de master 1 n’était qu'une étude
préliminaire. Les recherches réalisées par I'équipe du Pr. Moyal et Dr. Toulas sur les
glioblastomes ont continué dans le méme sens afin de démontrer le rapport entre
lirradiation, la dédifférenciation et la récidive des tumeurs. Des modifications sont a
noter : le protocole de traitement des cellules de glioblastome a été modifié. Un seul
protocole est utilisé : les cellules souches, sous forme de neurosphéres, sont maintenues
en milieux SCM. A JO les neurospheres sont dissociées puis mises en milieu SVF afin de
les différencier, a J15 elles sont irradiées ou non a une dose de 3 Gy pour étre ensuite a
J17 placées en milieu SVF ou SCM jusqu’au terme de I'expérimentation, a J50 (Dahan et
al., 2014). Le nouveau protocole a été utilisé sur 4 lignées cellulaires. La premiére étape

de I'étude était de caractériser les populations souches et différentiées en étudiant un
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panel de marqueurs par PCR et cytométrie. Les ARNm codant pour les genes souches
Gli1, Sox2, Olig2, Nestine se trouvent fortement exprimés dans les cellules souches et
fortement réprimés dans les cellules différenciées en milieu SVF. On retrouve a l'inverse
une forte expression des marqueurs GFAP, Tujl, O4 dans les cellules différenciées,

contrairement aux cellules souches (Dahan et al., 2014).

Dans un second temps la dose d'irradiation a été déterminée afin d’éviter une éventuelle
toxicité sur les cellules au cours du protocole de dédifférenciation. Le niveau de toxicité a
été mesuré en fonction des pourcentages de nécrose et d’apoptose. Une irradiation a
une dose de 3 Gy, ne montre pas d”’augmentation de la toxicité. Mais pour les cellules
irradiées a une dose de 12 Gy on retrouve une augmentation de la toxicité multipliée par
deux (Dahan et al., 2014). La dose utilisée dans le nouveau protocole (3 Gy) n’influe donc
pas sur la toxicité et sur une éventuelle sélection clonale de cellules souches demeurant

dans les cultures différenciées.

Dans un troisieme temps il a été démontré que les RI avaient une influence sur
I'expression des génes de marqueur souche. Les cellules se trouvant en milieu souche
aprés irradiation ré-expriment de maniere significative les marqueurs souches (x2) par
rapport aux cellules non irradiées contrdle. Ceci n'est pas retrouvé apres irradiation pour
les cellules cultivées en milieu SVF qui expriment de facon trés faible voir nulle ces
marqueurs (Dahan et al., 2014). De plus il a été montré dans cette étude que les cellules
de glioblastome avaient un fort pouvoir tumorigene apres irradiation a 3 Gy grace a des
expériences de xénogreffes orthotopiques sur des souris nude. En effet les cellules
différenciées de GBM irradiées ou non, placées dans le milieu souche SCM, ont été
injectées dans le cerveau des souris afin d’établir des courbes de survie. On constate une
nette différence en termes de survie entre les deux groupes. Le groupe recevant les
cellules irradiées dédifférenciées ont une survie plus courte que les souris recevant des
cellules non irradiées. Ceci nous montre que les Rl jouent un role sur la tumorigenese des
cellules de GBM, une caractéristique majeure des GSC. Une autre caractéristique mise
en évidence lors de cette étude est la capacité des cellules de GBM a s’auto-renouveler
par formation de NS. En effet lorsque I'on compare les cellules différenciées irradiées ou
non en milieu SCM ou FCS le nombre de NS differe tres fortement. On retrouve aprés

comptage de celles-ci une tres nette augmentation de leur nombre lorsque les cellules

-83-



ont été irradiées et maintenues dans le SCM par rapport aux cellules non irradiées
(Dahan et al., 2014)

De plus des études supplémentaires ont mis en évidence le réle d’une protéine fortement
impliqué dans la régulation de la survie, la prolifération et la différentiation des GSC. En
effet une protéine anti-apoptotique, connue sous le nom de survivine et appartenant a la
famille des IAP, est fortement exprimée dans les GSC contrairement aux cellules
différenciées. Cette survivine se retrouve fortement exprimée pendant les expériences de
dédifférentiation radio-induite (Dahan et al., 2014). Des expériences in vitro a lI'aide d’un
inhibiteur sélectif de la transcription de la survivine, 'YM155 (Ryan et al., 2009), permet
de réprimer fortement la formation de neurosphéres induite par les Rl (Dahan et al.,
2014). Ces résultats montrent que la survivine joue un role important dans la régulation
de la plasticité radio-induite des cellules (Dahan et al., 2014). Des essais cliniques de
phase Il sont actuellement en cours pour d'autres tumeurs afin d’étudier les effets de
l'inhibiteur YM155 (Ryan et al., 2009).

En conclusion cette nouvelle étude nous montre que les RI induisent un retour des
cellules différenciées vers un état plus souche et qu'une dose de Rl de 3 Gy augmente de
maniére significative I'expression des marqueurs souches dans ces cellules, potentialise
leur pouvoir tumorigéne chez la souris nude et qu'elle induit leur capacité a
s’auto-renouveler. Au vue de ces résultats, on peut penser que les RI pourraient favoriser
la récidive des glioblastomes par formation de nouvelles cellules cancéreuses

« souches » et donc étre responsables de phénoménes de radio/chimiorésistance.

-84 -



Citation: Cell Death and Disease (2014) 5, e1543; do0i:10.1038/cddis.2014.509
© 2014 Macmillan Publishers Limited Al rights reserved 2041-4889/14

OPEN

www.nature.com/cddis

lonizing radiations sustain glioblastoma cell
dedifferentiation to a stem-like phenotype through
survivin: possible involvement in radioresistance

P Dahan', J Martinez Gala', C Delmas’?, S Monferran'?, L Malric!, D Zentkowski®, V Lubrano*®, C Toulas"?7,
E Cohen-Jonathan Moyal*"®7 and A Lemarie*'*’

Glioblastomas (GBM) are some bad prognosis brain tumors despite a conventional treatment associating surgical resection and
subsequent radio-chemotherapy. Among these heterogeneous tumors, a subpopulation of chemo- and radioresistant GBM stem-
like cells appears to be involved in the systematic GBM recurrence. Moreover, recent studies showed that differentiated tumor cells
may have the ability to dedifferentiate and acquire a stem-like phenotype, a phenomenon also called plasticity, in response to
microenvironment stresses such as hypoxia. We hypothesized that GBM cells could be subjected to a similar dedifferentiation
process after ionizing radiations (IRs), then supporting the GBM rapid recurrence after radiotherapy. In the present study we
demonstrated that subtoxic IR exposure of differentiated GBM cells isolated from patient resections potentiated the long-term
reacquisition of stem-associated properties such as the ability to generate primary and secondary neurospheres, the expression
of stemness markers and an increased tumorigenicity. We also identified during this process an upregulation of the anti-apoptotic
protein survivin and we showed that its specific downregulation led to the blockade of the IR-induced plasticity. Altogether, these
results demonstrated that irradiation could regulate GBM cell dedifferentiation via a survivin-dependent pathway. Targeting the
mechanisms associated with IR-induced plasticity will likely contribute to the development of some innovating pharmacological
strategies for an improved radiosensitization of these aggressive brain cancers.

Cell Death and Disease (2014) 5, e1543; doi:10.1038/cddis.2014.509; published online 27 November 2014

Radiotherapy is, following surgical resection and associated
with  Temozolomide, the gold standard treatment for
glioblastoma (GBM). However, even after the association
of surgery and combined chemo/radiotherapy, these invasive
and resistant tumors almost systematically recur,
with a median overall survival of 14 months." It is now
established that GBM are some very heterogeneous tumors
similar to most of the solid cancers.? Recent studies
highlighted the presence of a subpopulation of self-
renewing and pluripotent GBM stem-like cells (GSCs), also
called GBM-initiating cells, among the tumor. These GSC
are characterized by their ability to self-renew in vitro
(neurospheres (NS) formation) and in vivo, their higher
expression of neural stem cell (NSC) markers (i.e., Olig2,
Nestin or A2B5) and stem cell transcription factors (SCTF,
i.e., Sox2, Nanog, Gli1 or Oct4), their pluripotent aptitude to
differentiate into neurons, astrocytes or oligodendrocytes
and their high tumorigenic potential in vivo in mice.>* In
addition, the presence of these GSC may explain the high
GBM recurrence rate, as they were shown to be extremely
tumorigenic and radioresistant.3%6

Several radioresistance mechanisms have been identified
in these GSC. Most of them are in favor of a clonal selection
process through the GSC intrinsic resistance to ionizing
radiation (IR)-induced cell death,”® supported by a better
efficiency of DNA-damage repair systems,®®'® a higher
level of anti-apoptotic'"'? or pro-survival factors'*~'® and a
sustained expression of pluripotency maintenance factors
such as Notch1,"® TGFB,'”'® Sonic hedgehog (SonicHH),®
STAT3?® or Wnt2' Besides this, the influence of the
microenvironment could also participate in radioresistance, "%
as hypoxia, which is a well-known factor of radioresistance,?>2*
acidic extracellular pH?® and nitric oxide®®%” were shown to be
involved in GSC stemness preservation.

However, several studies have put forward the hypothesis
that GBM-differentiated cells may be able to dedifferentiate
toward a stem-like state when submitted to appropriate
stimuli” and then contribute to increase the tumor stem cell
pool. This assumption was supported by studies showing that
hypoxic conditions, hepatocyte growth factor or Temozolomide
could induce such a phenomenon in GBM cells.2%2829
Of note, hypoxia was previously shown to induce a similar
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reprogramming in breast cancer*® and neuroblastoma cells,'
and our group showed that IR can stabilize HIF1a (hypoxia-
inducible factor 1a) and activate the associated hypoxic
pathways in GBM.*2%% This dedifferentiation process was
also demonstrated in vivo in murine neurons and astrocytes
through the expression of GBM-associated oncogenes.®* In
line with this, recent works showed that IRs were able to
induce at short term the expression of stem markers (such as
Sox2, Nestin and CD133) in GBM,3® without studying the
presence of a potential dedifferentiation process. In conse-
quence, we hypothesized that plasticity may occur after
radiotherapy in resistant remaining GBM cells. The present
study was designed to analyze the long-term effects of
radiotherapy on the phenotypic and molecular status of GBM
cells isolated from several patient resections and to find out
whether or not these cells can dedifferentiate toward a stem-
like phenotype in response to IR.

Our present data show in human primary GBM patient cell
lines that a subtoxic IR dose can induce at long term the
overexpression of a large panel of stem markers in GBM cells,
a potentiation of their NS-forming capacity and an exacer-
bated tumorigenesis in nude mice, indicating an IR-induced
dedifferentiation process. We have also identified the inhibitor
of apoptosis protein (IAP) survivin as an important regulator of
this IR-induced plasticity. In conclusion, we showed here for
the first time that radiotherapy is able to sustain a phenotype
shift toward stemness in GBM, which may participate in the
expansion of the cancer stem-like compartment in GBM after
treatment and finally favor a fast recurrence of these
aggressive and invasive brain cancers.

Results

Characterization of the human primary GBM cells sub-
jected to the IR-induced dedifferentiation protocol. To
study the hypothesis of an IR-induced plasticity, four GSC cell
lines (C, D, G and I) previously established in our group from
patient surgical GBM samples and cultured as GSC-enriched
NS2° were forced to differentiate in fetal calf serum (FCS)
medium for at least 15 days, leading to a dramatic change in
their cellular morphology and adhesion properties, and to the
loss of their ability to generate NS by self-renewal (Figure 1a).
These differentiated GBM cells were then subjected or not to
a 3-Gy irradiation and placed 2 days after in either FCS or
stem cell medium (SCM), in order to maintain a differentiated
status or to favor a possible reversion to a stem phenotype,
respectively (Figure 2a). These culture conditions were
maintained until the generation of NS in the medium,
testifying of the reappearance of the in vitro self-renewal
ability. The long-term effects of irradiation were then analyzed
at a molecular level by RT-gPCR, western blotting or FACS
analysis, and in vivo by the tumorigenicity of the treated cells
in orthotopically xenografted nude mice.

In order to fully characterize the differentiated GBM cells
subjected to this dedifferentiation protocol, we first checked by
RT-gPCR the expression of several stem and differentiation
markers in NS-derived cells and their differentiated counter-
parts. We observed that in all NS cell lines, the expression of
the largely described stem markers CD133, Notch1, Nanog,
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Gli1, Sox2, Nestin, SonicHH, EZH2 and Olig1/Olig2,33¢%7
was markedly and significantly repressed after a 15-day forced
differentiation (Figure 1b). On the contrary, the expression of
several differentiation markers such as GFAP (glial fibrillary
acidic protein) or connective tissue growth factor (CTGF)3°8
was potently upregulated in FCS-differentiated cells but
almost undetectable in NS (Figure 1b). We confirmed by
FACS that the cell surface stem markers CD133, Notch1 and
A2B5* were totally abrogated in the differentiated cells, as well
the SCTF Nanog and Sox2 (Figure 1c¢). The NSC protein
Nestin, highly expressed in glioma and particularly in
GSC,3%4° also appeared markedly decreased. Finally, we
observed the appearance in these differentiated cells of the
three lineage-specific differentiation markers GFAP, O4 and
TUJ1 (83-Tubulin),?® pointing the ability of this differentiation
process to exploit the GSC pluripotency to generate,
respectively, tumor astrocytes, oligodendrocytes and neurons
(Figure 1c). Of note, these differentiation markers were not
expressed in the NS cells. The results were reproduced in all
cell lines (data not shown).

Absence of alteration of both cell viability and prolifera-
tion in response to a 3-Gy irradiation. As previously
mentioned, it appeared necessary in this study to avoid any
clonal selection after irradiation in order to only study the
potential dedifferentiation process induced by IR. As a
consequence, our protocol required a non-toxic IR dose. In
that way, we performed some clonogenic NS formation
assays at different IR doses (0-10Gy) and we observed
that no significant toxicity can be detected at 3 Gy or lower
(data not shown). Next, we checked whether or not this 3-Gy
subtoxic dose was able to alter cellular viability or proliferation
during the dedifferentiation process. We also used a 12-Gy
dose as a positive control for toxicity. Using annexin V (AV)/
propidium iodide (PI) double staining and SubG1 detection to
assess necrosis and apoptosis after a 3-Gy irradiation, we
failed to observe any viability impairment 7 days post IR
(Figures 2b and c) or along the whole dedifferentiation
process (Figure 2e). Similarly, we did not see, using WST1
assay, any alteration in cell proliferation at 7 days post IR
(Figure 2d). A similar statement was made during the whole
dedifferentiation protocol, as we could not observe any
change in the cell count between the control and the 3-Gy-
irradiated groups (Figure 2f). As expected, the 12-Gy dose
induced a decrease in cell proliferation and an increase of
apoptotic and necrotic cell death as soon as 7 days post IR
(Figures 2b, ¢ and d).

Potentiation of the long-term acquisition of a stem-like
phenotype by IR in GBM differentiated cells. Using these
characterized GBM differentiated cells irradiated by a 3-Gy
subtoxic dose, we subjected or not the cells to a medium
change and place them either in FCS medium to preserve
their differentiated status or in SCM medium to favor the
potential appearance of a stem phenotype in a permissive
environment (Figure 2a). NS did not appear in cells kept in
FCS medium, even after IR (Figure 3a). However, we
observed after at least 4 weeks of culture post IR (25 cm?
culture flasks) the generation of NS in SCM medium
(Figure 3a). This was noticed at a basal level in non-
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Figure 1 Characterization of the stem and differentiated phenotypes in GSC-enriched NS and FCS-differentiated GBM cultures. (a—¢) GSC-enriched NS cell lines isolated
from four patient tumors (C, D, G and 1) were kept in SCM medium or allowed to differentiate as adherent GBM cells for at least 15 days in FCS medium. (a) Phase-contrast
photomicrographs of NS or GBM-differentiated cells. Original magnification: x 10, scale bar: 6 zm. (b) Real-time quantitative PCR analysis of the stem (CD133, Notch1, Nanog,
Gli1, Sox2, Nestin, SonicHH, EZH2, Olig1 and Olig2) and differentiation (GFAP and CTGF) markers in NS or GBM-differentiated cells for the C, D, G and | cell lines. Shown are
the fold inductions expressed as means+S.E.M. of at least three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the related control.
() Immunofluorescence FACS analysis of stem (CD133, Notch1, Nanog, Sox2, Nestin and A2B5) and differentiation (GFAP, Tuj1 and O4) markers in NS or GBM-differentiated
cells. The results depicted were representative of three independent experiments (G cell line) and were reproduced in all the cell lines
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Figure2 Overview of the long-term dedifferentiation protocol and assessment of the irradiation dose. (a) As described in the Materials and Methods section, GSC-enriched NS
were isolated from patient samples and cultured in a specific SCM medium. NS cells were then dissociated and placed into a differentiating medium with FCS (FCS medium) for at
least 15 days, to allow an optimum differentiation. Adherent differentiated GBM cells were then subjected or not to a 3-Gy irradiation and were placed 2 days after in fresh FCS
medium, to keep them fully differentiated, or in SCM medium to favor a possible dedifferentiation process. The totality of the cells was finally collected at the end of the protocol, which
coincided to the apparition of NS in the culture supernatant, in order to be analyzed. (b—f) Absence of effects of a 3-Gy irradiation on viability and proliferation of GBM cells during the
dedifferentiation protocol. Differentiated GBM cells were subjected or not (Control, CTR) to a 3-Gy irradiation and placed 2 days after in SCM medium for 5 additional days, according
to the dedifferentiation protocol (b—d) or for different time points during this dedifferentiation protocol (e and f) The dose of 12 Gy was chosen as a positive control for cell death
induction. At 7 days post IR, cells were analyzed either by FACS for AV/PI double staining of both apoptotic and necrotic cells (b) and Pl staining of the Sub-G1 population (c), or
through WST-1 staining using a spectrophotometric determination of the dye absorbance at 450 nm for the quantification of cell viability and proliferation (d). For kinetic studies, cell
death was assessed by FACS, by AV/PI staining and expressed as percentages over background (e), and cell count was performed to estimate the cell proliferation rate in the
indicated culture condition (f). Shown are the means + S.E.M. of at least three independent experiments. *P<0.05, “*P<0.01 compared with the related control

irradiated control cells (CTR) and was greatly potentiated by adapted from the classic limiting dilution assay used
IR by two- to six fold according the cell line (Figures 3a and generally for GSC.*' Using this protocol, we were able to
b). We also plated GBM-differentiated cells at low densities in confirm that FCS-maintained cells, with or without IR, failed to
24-well plates in order to perform a NS generation assay generate NS. On the contrary, SCM-cultured cells gave rise
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to NS at long term and this generation was greatly
potentiated after irradiation (Figure 3c). We also performed
this NS generation assay after sorting the differentiated GBM
cells (negative for A2B5; Tchoghandjian et al.*) by FACS
analysis in order to discard some eventual remaining GSC in
our differentiated cell cultures and we observed the same
increase in NS generation in response to irradiation
(Figure 3d). Finally, we also established through the use of
a classic limiting dilution assay*' that these primary NS
generated in SCM medium were able to give rise to
secondary NS, with a marked increased ability for primary
NS-derived cells obtained after a 3-Gy irradiation. This was
observed whether the differentiated cells were sorted or not
before irradiation (Figures 3e and f).

We then analyzed the expression of a large panel of stem
markers at the end of the dedifferentiation protocol.
We demonstrated by RT-gPCR that the mRNA expression
levels of several well-established stem markers, such as
Nanog, Olig2, SonicHH and EZH2, were markedly increased
in 3-Gy-treated cells grown in SCM medium compared with
untreated cells kept in the same medium (Figure 4a). We did
not observe this IR-induced potentiation in FCS condition.
Similar results were obtained for all the cell lines (data not
shown). We analyzed in parallel the expression of several
differentiation markers and showed that the astrocytic marker
GFAP and the oligodendrocytic marker oligodendrocyte-
myelin glycoprotein*® were accordingly downregulated in
SCM medium and that this decrease was amplified after
irradiation (Figure 4b).

To confirm these data at the protein level, we demonstrated
by western blotting in all the cell lines that long-term culture in
SCM medium of irradiated differentiated GBM cells greatly
enhanced the expression of Olig2, Sox2 and Nestin compared
with untreated cells kept in SCM medium, which nevertheless
showed a slight increase of these stem markers compared
with FCS-differentiated cells (Figure 5a), as observed at
the RNA level (Figure 4a). However, short-term analyses
(2-7 days post IR) demonstrated that this stem markers
overexpression can exclusively be observed after IR in SCM
medium, without any effect in FCS-cultured cells or in SCM-
control cells, pointing out the predominant role of irradiation for
stem markers induction (Supplementary Figure 1a). In order to
measure more accurately the overexpression of different stem
(Nestin, A2B5, Nanog and Notch1) and differentiation (GFAP)
markers, we demonstrated by FACS analysis in all the cell
lines that 3-Gy-irradiated cells cultured in SCM medium either
markedly upregulated these stem markers or downregulated
GFAP compared with the control SCM condition (Figure 5b). In
addition, we were able to show that this phenomenon was
generalized to the whole cell population and did not seem to be
due to the expansion of some particular cell clones within the
cellular population.

Increased tumorigenic potential in vivo in IR-
dedifferentiated GBM cells. One of the most important
characteristics of GSC is their high tumorigenicity in
orthotopically xenografted nude mice compared with non-
stem cells.** We analyzed accordingly the tumorigenic
potential of long-term irradiated GBM cells cultured either in
SCM or FCS medium at the end of the dedifferentiation
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protocol. We observed that GSC-enriched NS cells show the
highest tumorigenic potential when compared with all
differentiated conditions (Figure 6a). Three-Gray-irradiated
cells kept in FCS medium failed to show a significant
tumorigenicity increase compared with untreated cells. As
control cells maintained in SCM medium showed a slight
increase in their tumorigenic potential, we observed that only
the 3-Gy-treated cells placed in SCM medium were able to
display a markedly increased tumorigenicity, with survival
curves relatively close to those of the corresponding NS cell
line (Figure 6a). We next performed an immunolabeling of the
stem factor Nanog in the brain of these xenografted mice and
we showed that Nanog is expressed by small cell clusters, as
already described for several stem markers in human tumor
tissues,***® and is significantly increased in the 3-Gy SCM
group compared with the related control (Figure 6b and
Supplementary Figure 2). Although these first elements need
to be further confirmed in larger in vivo studies, they seem to
support our observations establishing that IR could potentiate
the dedifferentiation of GBM cells in vitro and lead to an
upregulation of GSC number and an increased tumorigenicity
in vivo.

Requirement of a survivin-dependent pathway for
IR-induced dedifferentiation in GBM cells. Our group
and others previously showed that survivin (BIRC5), an
anti-apoptotic IAP, is involved in GBM cell radioresistance,
notably in relation with hypoxia pathway.>2*¢ Moreover, it
appears that survivin has a major functional role in neural
progenitor cells and during neurogenesis*’ and is closely
associated with the SonicHH/Gli1 pathway in GSC.*8 In line
with this, survivin was recently shown to be upregulated in
GSC, to contribute to their cell death resistance and to be
increased by IR.*® We then hypothesized that survivin may
be involved in the IR-induced dedifferentiation process
described above. We first checked the survivin expression
in GSC-enriched NS, in differentiated cells and during the IR-
induced dedifferentiation, by gPCR (Figure 7a) and western
blotting (Figure 7b). We observed that in all the cell lines, this
IAP was dramatically downregulated in FCS-differentiated
cells compared with NS, independently of their irradiation
status. Interestingly, a slight overexpression of survivin was
seen in untreated SCM condition but only the 3-Gy condition
allowed to overexpress survivin at a level approaching the
one displayed in NS (Figures 7a and b). This increase was
also observed at short term after irradiation (Supplementary
Figure 1b). In consequence, these variations appeared to be
very similar to those seen for the different stem markers
analyzed above (Figures 4a and 5a, and Supplementary
Figure 1a).

We then investigated whether this survivin overexpression
during the IR-induced dedifferentiation was a consequence of
this reprogramming or could be an essential step supporting
IR-induced GBM plasticity to a stem-like phenotype. To this
end, we treated GBM cells during the dedifferentiation process
with 7 nM YM-155, a selective inhibitor of survivin used in anti-
cancer clinical trials.®° As an additional control, we used
MK-2206 (250 nM), a selective AKT inhibitor,®' as we and
others®® showed that AKT can control the expression of
survivin in GBM cells (Figure 8a). We first checked the

o
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efficiency of these inhibitors used at non-toxic concentrations observed their effect at the end of the dedifferentiation protocol
(data not shown) on survivin expression by western blotting and showed that both inhibitors induced a potent blockade of
during the IR-promoted dedifferentiation (Figure 8a). Next, we  the 3-Gy-induced NS generation in SCM medium (Figures 8b
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and c). Moreover, YM-155 and MK-2206 markedly inhibited at
the protein level the overexpression of the stem markers Olig2,
Sox2 and Nestin in response to IR in SCM medium
(Figure 8d). Altogether, these results strongly suggest that
the IR-induced reprogramming in GBM cells was associated
and supported by the upregulation of the anti-apoptotic protein
survivin.

Discussion

Radiotherapy is undoubtedly a key component for GBM
treatment. The standard protocol defined by Stupp et al.>***
associates concomitant chemotherapy with Temozolomide
and radiotherapy at a total dose of 60 Gy (30 daily fractions of
2 Gy), followed by adjuvant TMZ chemotherapy. This com-
bined chemo/radiotherapy following surgical tumor resection,
when possible, leads to a median overall survival of
14.6 months in the EORTC-NCIC trial®®* and the relapse,
almost inevitable, mainly occurs at the initial tumor location
exposed to radiotherapy.>® Consequently, it appeared essen-
tial to identify the possible origins of this high relapse rate and
toincrease the efficacy of radiotherapy in GBM to improve their
clinical prognosis.

Growing number of studies deciphered the resistance
pathways occurring in GBM cells in response to IR and
notably focused on the radioresistant GSC subpopulation,
much more resistant to IR compared with differentiated GBM
cells.®13'6 These GSC then may be selected by the treatment
to favor the subsequent tumor regrowth and relapse. Different
targeted strategies have been already tested to radiosensitize
GSC in order to suppress either their survival ability or their
tumorigenic competency.®'2131® Forced differentiation was
also used to sensitize GSC to radiotherapy.®®>” Nevertheless,
none of these radiosensitizing strategies got interested to
target a putative dedifferentiation mechanism occurring in
resistant differentiated cells remaining in the tumor site after
combined surgery/radiochemotherapy and to analyze the
effects of IR with regard to the cellular plasticity processes.

For the first time, we demonstrated here that IR at a subtoxic
3-Gy dose close to the daily used dose in clinic are responsible
for favoring at long term a major dedifferentiation process in
GBM cells, with the gain of an in vitro self-renewal ability, the
overexpression of a large panel of stem markers, the dramatic
decrease of several well-established neural differentiation
markers and finally the acquisition of a potentiated tumorigenic
potential in vivo in orthotopically xenografted nude mice.
Moreover, we showed that this cellular plasticity to a cancer
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stem cell (CSC) phenotype occurred independently of any
clonal selection, as we did not observe any impairment
of either the proliferation rate or the cell viability after
a 3-Gy irradiation along the whole dedifferentiation process.
Altogether, our data highlight the existence of a new
mechanism of radioresistance in GBM cells through a cellular
adaptation of the surviving cancer cells after treatment,
leading to their reprogramming to a stem-like state much
more tumorigenic. This work supports some recent observa-
tions in breast cancer cells showing the re-acquisition of
several stem characters in response to IR, highlighting in some
ways their reprogramming toward a stem-like phenotype.®®
This new process of cell adaptation to radiotherapy, which
allows remaining differentiated cancer cells to acquire stem-
ness, may probably contribute, together with clonal selection,
to the stem cell compartment expansion inside the tumor after
treatment*' and to the fast and almost inevitable recurrence of
these tumors. In consequence, it could be of great interest to
specifically inhibit this particular IR-induced plasticity in order
to setup new clinical strategies, in the aim to optimize
radiotherapy in GBM patients. For this purpose, we analyzed
several genes known to participate to a cellular adaptation
process in response to IR and notably the anti-apoptotic
protein survivin, recently highlighted by our group in irradiated
GBM cells.®* We showed in the present study that survivin was
markedly enhanced in GSC compared with their differentiated
counterparts, and that its expression was potentiated during
the dedifferentiation process in a similar way to the stem
markers. Moreover, we and others previously showed that this
IAP is involved in GBM radioresistance,?*® is increased by IR
in GBM cells,*¢*° is upregulated in GSC compared with
differentiated GBM cells,*® is associated with faster GBM
recurrence*® and is overexpressed in GBM recurrence tumor
samples compared with newly diagnosed ones.*® In addition,
survivin was also shown to be tightly associated with different
stem-promoting pathways in CSC/NSC, notably SonicHH/
Gli1,*® Notch,®® Oct4/Stat3%° and Sox2.%" In consequence, we
investigated its role in the IR-induced GBM cell dedifferentia-
tion. Through the use of the selective inhibitor of survivin
YM-155, actually used in phase Il clinical trials for advanced
non-small cell lung carcinoma, melanoma, breast and prostate
cancer,®? we established that survivin is essential to the
occurrence of the IR-induced plasticity process and sustains
both the NS-forming ability and the stem markers over-
expression in response to IR. It would be of interest to further
study the precise role of this IAP in the dedifferentiation
process, as it appears that survivin has, in addition to its
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Figure 3

Increased ability to generate NS in GBM-differentiated cells subjected to a 3-Gy subtoxic irradiation. Cells treated or not by a 3-Gy irradiation and placed 2 days after

in either FCS or SCM medium for long-term culture were analyzed in order to evaluate the number of NS generated in the culture supernatant. (a) Phase-contrast
photomicrographs of GBM cells at the end of the dedifferentiation protocol. Arrows indicate the presence of NS. Original magnification: x 10, scale bar: 6 um. (b-d) Quantification
of the number of generated NS at the end of the dedifferentiation protocol for the four cell lines C, D, G and | in irradiated (3 Gy) or untreated (CTR) GBM cells kept in SCM
medium. (b) NS were counted and results are expressed per 25-cm? flasks. Results are expressed as the means + S.E.M. of at least three independent experiments. *P< 0.05,
**P<0.01 compared with the related control. (¢) NS were also generated from differentiated cells through the use of a dilution assay at low density and were counted at different
dilutions in each well of a 24-well plate. The results are shown for the C and | cell lines (20 000 cells/well). “P<0.05. (d) Before the NS generation assay, A2B5-negative
differentiated cells were sorted as described in the Materials and Methods section (A cell line). The generated primary NS were then counted at the end of the dedifferentiation
protocol. Results are expressed as the means + S.E.M. of three independent experiments. “P<0.05 (e and f) Primary NS were generated from differentiated cells with (f) or
without (e) an optional FACS sorting of the A2B5-negative differentiated cells. These primary NS were subsequently dissociated and plated in 96-well plates at different low cell
densities, to study their ability to generate secondary NS through limiting dilution assays. *P<0.05. **P<0.01, ***P<0.001 compared with the related CTR SCM condition.
Representative phase-contrast photomicrographs were shown for each conditions (original magnification: x 4, scale bar: 17 um)
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Figure 4 Overexpression of stemness markers and downregulation of differentiation markers at the RNA level in GBM cells after a 3-Gy irradiation. Differentiated GBM cells
treated or not by a 3-Gy irradiation and placed 2 days after in either FCS or SCM medium for long-term culture were analyzed by real-time quantitative PCR (see Materials and
Methods) at the end of the dedifferentiation protocol. RNA expression level of the indicated stem (a) or differentiation markers (b) in GBM-differentiated cells subjected to the
dedifferentiation process for the indicated cell lines. The RNA expression levels of these different markers were also shown for NS cells as a control, as these NS are enriched in
GSC. Shown are the fold inductions relative to the CTR SCM condition expressed as means + S.E.M. of at least three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 compared with the related CTR SCM condition
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Figure 5 Overexpression of stemness markers and downregulation of differentiation marker at the protein level in GBM cells after a 3-Gy irradiation. Differentiated GBM cells
treated or not by a 3-Gy irradiation and placed 2 days after in either FCS or SCM medium for long-term culture were analyzed either by western blotting (a) or FACS
immunofluorescence (b) at the end of the dedifferentiation protocol. Protein expression levels in NS cells were shown as a control for the stem condition. (a) Western blotting
analysis of the stem markers Olig2, Sox2 and Nestin. Equal gel loading and transfer efficiency were checked with anti-actin or 2-microglobulin (52M) antibodies. Blots were
representative of at least three independent experiments in the indicated cell line and were reproduced in all the cell lines. (b) Immunofluorescence analysis performed by FACS of
the stem (Nestin, A2B5, Nanog and Notch1) and differentiation (GFAP) markers in the G cell line. The SFl allowed to evaluate the marker expression level (see Materials and
Methods). Results are expressed as the means + S.E.M. of at least three independent experiments in the G cell line and were reproduced in all the cell lines. *P<0.05,
**P<0.01 compared with the related CTR SCM condition. For each marker, some representative FACS plot overlays (NS versus CTR FCS, CTR FCS versus 3 Gy FCS and CTR
SCM versus 3 Gy SCM) were depicted
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Figure 6

Increased in vivo tumorigenicity of 3-Gy-irradiated GBM cells placed in SCM for long-term culture. Differentiated GBM cells treated or not by a 3-Gy irradiation and

placed 2 days after in either FCS or SCM medium for long-term culture were subsequently orthotopically xenografted in nude mice to evaluate their tumorigenic potential. NS cells
were also injected as a control for the stem condition, as they are enriched in GSC. (a) Survival curves established in xenografted mice for the indicated injected cell line
(three mice per group for the D cell line and five mice per group for the G cell line). Exact P-values between the 3-Gy SCM group and the related CTR SCM group are indicated in
the figure, after log-rank analysis. (b) Inmunohistochemistry (IHC) analysis of Nanog-positive cell clusters in the brain tumors of killed, xenografted mice for the CTR SCM and the
3-Gy SCM groups (D and G cell lines, three mice per group). Shown are means + S.E.M. “P<0.05

inhibitory role of the executioner caspases during apoptosis,®®
several other roles in the cell machinery such as the mitosis
process®® or the DNA-damage repair system.®* Finally,
survivin was also shown to be a major target of different
pro-survival signaling pathways such as the PISK/AKT axis
and the HIF factors.®® As AKT and HIFs were shown to sustain
the stem-like GSC phenotype,23246567 this warrants future
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studies to discover the interplay between IR, hypoxic signaling
and AKT/survivin to install the GBM dedifferentiation process.

Altogether, our data demonstrate that a clinically relevant
radiation dose, a key component of the conventional GBM
treatment, can potentiate in differentiated GBM cells the
acquisition of a stem-like phenotype associated with
increased in vitro self-renewal capacity and in vivo
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Figure 7 Overexpression of the anti-apoptotic protein survivin in 3-Gy-irradiated GBM-differentiated cells placed in SCM for long-term culture. Differentiated GBM cells
treated or not by a 3-Gy irradiation and placed 2 days after in either FCS or SCM medium for long-term culture were analyzed for survivin expression either by real-time
quantitative PCR (a) or western blotting (b) at the end of the dedifferentiation protocol and for the four different patient cell lines. RNA and protein expression levels for
Survivin were also analyzed in NS cells as a control for the stem condition. (a) PCR results were expressed as fold inductions relative to the CTR SCM condition and shown as
means + S.E.M. of at least three independent experiments. “P<0.05, **P<0.01, **P<0.001. (b) Western blotting results were representative of at least three independent
experiments for each cell line. Equal gel loading and transfer efficiency were checked with an anti-actin antibody

tumorigenesis. This plasticity process in response to IR
appeared to be supported by survivin, known to be tightly
associated with several stem-maintaining pathways. This
survivin-mediated reprogramming to stemness could probably

contribute to the expansion of the GSC compartment after
treatment and may favor the fast recurrence of these
aggressive brain tumors. Setting up new clinical strategies to
restrain this IR-induced dedifferentiation should be considered
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for forthcoming trials, and on this basis the specific targeting of
survivin may be an interesting approach.

Materials and methods

Human tumor collection. The study was conducted on newly diagnosed
GBM tumor samples isolated from four different patients to establish four primary
GSC cell lines (C, D, G and I). For FACS sorting experiments, a fifth GSC patient
cell line was also used (A). These samples were all obtained after written informed
consent from patients admitted to the Neurosurgery Department at Toulouse
University Hospital and were processed in accordance with the Institution’s Human
Research Ethics Committee. Tumors used in this study were histologically
diagnosed as grade IV astrocytoma according to the WHO criteria. All the results
depicted in this study were obtained from at least three different independent
experiments in the same cell line and were reproduced in all the other cell lines.
Cell culture. The GBM samples were processed as described by Avril et al.*®
in order to obtain the corresponding primary NS cell lines shown by other groups to
be enriched in GSC2® NS GSC lines were maintained in DMEM-F12 (Lonza,
Levallois-Perret, France) supplemented with B27 and N2 (Invitrogen, Life
Technologies, Saint Aubin, France), 25ng/ml of FGF-2 and EGF (Peprotech,
Neuilly sur Seine, France) at 37 °C in 5% CO, humidified incubators. All GSC lines
were used for the experiments in this SCM medium between the second and
twelfth passages, in order to avoid any stem cell characteristic loss. Forced
differentiation was performed according to previous published protocol®® adapted as
follows. Briefly, the dissociated NS cells were cultured and plated as adherent
monolayer (7.5x 10° cellsiem?) in DMEM-F12 supplemented only with 10% FCS
(FCS medium) on laminin (1.5 ug/cm?, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) for at least 15 days to ensure an optimum differentiation.

Irradiation-induced dedifferentiation protocol and NS generation
assays. The differentiated cells were subjected or not to 3 (subtoxic dose) or
12 Gy (positive control for cell death and proliferation assays) (Gamma-cell Exactor
40, Nordion, Ottawa, ON, Canada). Two days post IR, cells were placed either in
FCS or SCM medium to keep them differentiated or to favor the dedifferentiation
process in a permissive stem medium, respectively (Figure 2a). Unless stated, cells
were cultured until the appearance of a sufficient number of NS in the medium,
corresponding to an average of 30 days after irradiation. For the experiments using
the selective chemical inhibitors of survivin or AKT, 7nM YM-155 (SelleckChem,
Houston, TX, USA) or 250 nM MK-2206 (SelleckChem) were respectively added as
a pretreatment 2 days before irradiation and then renewed with the cell medium
every week. At the end of the protocol, cultures were observed by microscopy
(Nikon Diaphot, Nikon, Champigny sur Marne, France) under a x4 or x 10 objective
and the primary NS were counted for each condition in the entire 25-cm? flask
(Figures 3a and b). Next, the totality of the cells was collected after trypsinization for
subsequent experiments. For adaptation of the limiting dilution NS generation assay,
we plated differentiated cells in 24-cell plates at different low cell densities (2500—
30000 cells/well) before subjecting them to the long-term protocol. Generated
primary NS were then counted by microscopy in each well (Figure 3c). When
stated, differentiated cells could also be sorted by FACS analysis to select the
A2B5-negative cell population before running the primary NS generation assay
(Figure 3d).

Primary NS obtained at the end of the dedifferentiation protocol, with or without a
preliminary FACS sorting of the differentiated cells, were dissociated and plated in
96-well plates (24 wells per condition) at different cellular densities (1-500 cells/well),
in order to assess their ability to generate secondary NS through limiting dilution
assays. After 15 days, secondary NS were counted by microscopy in each well.
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Quantitative real-time RT-PCR. Total RNA was isolated either from primary
NS, FCS-differentiated cells or from cells at the end of the dedifferentiation protocol
using RNeasy kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and then reverse-transcribed using
iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). Real-time qPCR
reactions were carried out using the Fluidigm 96.96 dynamic array integrated fluidic
circuits and the Biomark HD System (Fluidigm, Les Ulis, France) according Advanced
Development Protocol no. 37 (Toulouse GeT Platform). s2-Microglobulin was used as
endogenous control in the ACt analysis. The different primers (Eurogentec, Angers,
France) used in this study are described in Supplementary Table 1.

Immunohistochemistry. Immunohistochemistry was performed on the
excised brains on paraffin-embedded sections (5 um). For Nanog detection, only
the brain samples displaying an equivalent tumor area of 70-80% of the total brain
were selected, as determined by Hemalun—Eosin staining (Supplementary Figure 2a).
Briefly, the sections were incubated for 90 min with an anti-Nanog antibody
(Ab62734, Abcam, Paris, France). Slides were counterstained with hematoxylin and
viewed on a Nikon microscope. Nanog-positive cell clusters were then counted in
the tumor area.

Flow cytometry analyses. Direct immunofluorescence assay was performed
by FACS as previously described.”®”" When required, collected cells were first
subjected to a step of permeabilization using the cytofix/cytoperm kit
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). For all samples, 2x 10° cells were
then incubated for 30 min in PBS with 10% BSA at 4°C to avoid nonspecific
binding, and then incubated with appropriate conjugated primary antibodies for
40min at 4 °C. Fluorescence related to immunolabeling was measured using a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences). The antibodies used are depicted in
Supplementary Table 2. Each measurement was conducted on at least 7000 events,
acquired on CellQuest software (BD Biosciences) and analyzed with VenturiOne
software (Applied Cytometry, Sheffield, UK). To evaluate the marker expression, we
determined the specific fluorescence index (SFI) using the mean fluorescence
intensity (MFI1). The SFI was calculated as previously described, with the following
formula SFI= (MFI antibody — MFI isotype control)/MFI isotype control.”' The
gating strategy used in these analyses is described in Supplementary Figure 3 and
is based on a previously published protocol.”® For NS generation assay, a FACS
sorting (Beckman MoFlo Astrios, Beckman Coulter, Villepinte, France) was
performed when mentioned on GBM-differentiated cells (A cell line) before the
assay, in order to only sort the differentiated population, which was characterized by
(i) its specific FSC-H/SSC-H pattern (Gate C, see Supplementary Figure 3) and (ii)
its negative expression of the stem marker A2B5, as previously described.*”

Western blotting. Cells were lysed in RIPA buffer complemented with cocktails
of protease and phosphatase inhibitors (Sigma-Aldrich). Twenty-five micrograms of
proteins were then separated on a 10 or 12.5% SDS-PAGE, electroblotted onto
PVDF membranes (Amersham, GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France), which
were blocked with 10% milk. The primary antibodies used for this study are listed in
Supplementary Table 3.

Cell death and proliferation assays. Apoptotic cells were quantified using
FACS analysis by determining the percentage of cells with subG1-DNA content.
This subG1 population was analysed after cell permeabilization and subsequent P!
staining, as previously described.”* Apoptosis and necrosis were also quantified at
the same time on non-permeabilized cells by flow cytometry, with an Alexa Fluor
488-conjugated AV and PI kit, according to the manufacturer's protocol (Invitrogen,
Life Technologies). SubG1 and AV measurements were conducted on at least
10 000 events, acquired on CellQuest software (BD Biosciences) and analyzed with
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Figure 8 Requirement of the IR-induced survivin overexpression for the dedifferentiation process in GBM cells. (a-d) Differentiated GBM cells were pre-treated for 24 h with
either a survivin inhibitor (YM-155 7 nM) or an AKT inhibitor (MK-2206 250 nM) and then irradiated or not at 3 Gy before being placed 2 days after in either FCS or SCM medium,
complemented or not with fresh YM-155 or MK-2206 inhibitors. (a) Western blot analysis of the effect of YM-155 and MK-2206 treatment on Survivin expression in GBM cells
(I cell line) irradiated or not and kept in SCM medium for 1 additional week. Efficiency of MK-2206 toward AKT was also checked as a control by the blotting of phospho-AKT1
(pPAKT1). (b and c) At the end of the dedifferentiation protocol, the effects of YM-155 and MK-2206 were measured on the NS generation potential in response to IR by NS
counting in phase-contrast microscopy (original magnification: x 4, scale bar: 17 um) (b) and subsequent quantification in the indicated cell lines (c). Results are expressed as the

reprogramming was checked by western blotting by analyzing the expression of the stem markers Nestin, Sox2 and Olig2 at the end of the dedifferentiation protocol in the
presence or absence of YM-155 and MK-2206. Concerning western blottings, equal gel loading and transfer efficiency were checked with an anti-actin, AKT1 or 52-microglobulin
(#2M) antibody, and results were representative of at least three independent experiments on the indicated cell line and reproduced in all the cell lines
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VenturiOne software (Applied Cytometry). The proliferation rate was finally analyzed
using the WST-1 assay (Roche Diagnostics, Meylan, France) in 96-well microplates,
as previously described.” The yellow formazan product formed by viable adherent
cells was quantified by detection of its absorbance at 450 nm using a Multiskan
Multisoft Labsystem spectrophotometer (Thermofisher, lllkirch, France). For these
cell death and proliferation assays, differentiated cells were treated or not with
a 3- or 12-Gy irradiation, placed 2 days after either in FCS or SCM medium and
collected for analysis 1 week after irradiation.

Orthotopic xenograft generation. Nude mice were housed in the
Claudius Regaud Institute Animal Care-accredited facility and the Institution animal
ethics committee approval was obtained for the use of the animal model and the
study protocols. Orthotopic human GBM xenografts were established in 4- to
6-week-old female nude mice (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France) as
previously described.®® Briefly, mice received a stereotaxically guided injection of
either 1.75x 10° (G cell line) or 2.5 x 10° cells (D cell line) collected at the end of the
dedifferentiation protocol and resuspended in DMEM-F12. The injection was
precisely located into the right forebrain (2 mm lateral and 1 mm anterior to the
bregma at a 5-mm depth from the skull surface). In order to check the cell
tumorigenicity, survival curves were established and mice were killed at the
appearance of neurological signs. Excised brains were then collected for
subsequent immunohistochemistry analysis.

Statistical analysis. The results are presented as means + S.E.M. of at least
three independent experiments. Significant differences (“P<0.05, **P<0.01 and
**P<0.001) were evaluated with the Student ttest. Log-rank analysis of Kaplan-
Meier survival curves was used to evaluate the tumorigenesis of injected cells, with
P<0.05 considered as significantly different (Graphpad Prism v5, GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Western blottings and FACS plots are representative
of at least three different experiments in the same cell line and were reproduced in
all the other cell lines.
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Gliomas are the most frequent brain tumors and represent 1.3% of cancers occurring in humans, in
15" position. In 2005, the number of deaths linked to gliomas was about 3019 in France. This type

of cancer can occur at all age ranges but a peak is observed around 70. The classification of gliomas
acknowledged by the scientific community is the WHO classification which allows classifying gliomas
in four grades of malignity, correlated to the disease prognostic and its therapeutic management. The
classical glioma treatment associates 1 to 3 modalities: surgery, chemotherapy and radiotherapy.
Despites this treatment, overall survival of patients developing a glioma, particularly grade IV, also
called Glioblastoma, remains very low around 14 months. Indeed, these chemo- and radioresistant
brain tumors recur almost systematically. Those considerations led the scientific community to study
the different cellular and molecular causes of resistance to treatment, notably in a subpopulation of
cancer stem-like cells discovered in glioblastomas around 20 years ago. These Glioblastoma stem-like
cells are highly chemo- and radioresistant and could certainly contribute to the tumor recurrence. A
better knowledge of this undifferentiated subpopulation within gliomas will allow in the coming years
to setup a better therapeutic management of these brain tumors and then to increase the overall

survival of patients with glioma.
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Les gliomes sont les tumeurs intracraniennes du systeme nerveux central les plus fréquentes. lls
représentent 1.3% des cancers chez I'homme et la femme et se situent au 15éme rang des cancers.
En 2005 le nombre de décés dus aux gliomes représentait 3019 personnes en France. La survenue
de ce cancer peut apparaitre a tous les ages mais on retrouve un pic chez I'homme et la femme aux
environs de 70 ans. La classification des gliomes reconnue au niveau scientifique est la
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thérapeutique. Cette prise en charge repose actuellement sur l'association de une a trois
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meilleure prise en charge thérapeutique de ces tumeurs cérébrales et ainsi d'augmenter la survie

globale des patients atteint de gliomes.
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