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Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer est la deuxiéme cause
mondiale de décés apres les maladies cardiovasculaires, avec 8,2 millions de décés en 2012
(World Cancer Report 2014, IARC). Avec I'augmentation et le vieillissement de la population,
ce chiffre ne cessera de s’accroitre tant que les scientifiques n’auront pas trouvé de solutions

concrétes a I'enrayement de ce fléau.

Les tumeurs du cerveau ne représentent que 2 % de I'ensemble des cancers avec une
incidence globale estimée a environ 18 cas pour 100 000 habitants et sont au demeurant
assez rares. Cependant, elles sont plus fréquentes avec I'age, ce qui explique en partie
I'augmentation de leur nombre depuis les années 1970. Ce type de cancer compte parmi les
cancers les plus agressifs et les plus meurtriers. Il existe une grande variété de tumeurs

primitives cérébrales et les gliomes en représentent plus de la moitié (PARK et RICH, 2009).

Parmi ces gliomes, nous retrouvons majoritairement les astrocytomes, tumeurs
dérivant des astrocytes. Nous définissons les astrocytes comme des cellules gliales qui
assurent le soutien, la nutrition des neurones et la gestion des connexions entre les
neurones. Ces astrocytes assurent également ['approvisionnement en nutriments et le
métabolisme énergétique du systéme nerveux, ainsi que la régulation des

neurotransmetteurs.

L'astrocytome peut correspondre a des grades histologiques différents en fonction de
la différenciation cellulaire. Selon TOMS, il peut étre bénin mais il peut aussi se transformer
en astrocytome anaplasique ou, a un degré supérieur de malignité, en glioblastomes
multiformes (GBMs). Les GBMs sont des gliomes de grade IV. Avec 2700 cas par an en
France (BOUDJELTIA, DHAER, VAN ANTWERPEN et al., 2012), les GBMs restent rares
mais cependant responsables d'un taux extrémement élevé de morbidité et de mortalité
(PARK et RICH, 2009). En effet, la médiane de survie globale des patients atteints de GBMs
n‘excede jamais 15 mois et ce, malgré un traitement multimodal bien conduit incluant
chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie et thérapie ciblée (TURPIN, SHARIF, STOVEN et al.,
2015). Ce traitement pluridisciplinaire et agressif n’aboutit pas a I'éradication totale de la
maladie car la récidive et la résistance aux traitements sont systématiquement observées
dans tous les GBMs (PARK et RICH, 2009). Les mécanismes de résistance aux traitements
sont aussi multiples : Efflux des médicaments a I'extérieur des cellules tumorales via les

pompes a efflux ATP-dépendantes, augmentation des mécanismes de réparation de 'ADN
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et inhibition des mécanismes d’apoptose et de régulation du cycle cellulaire (BREDEL,
2001). De ce fait, les méthodes classiques du traitement du glioblastome finissent dans la
plupart des cas par un échec thérapeutique. Il est donc urgent de développer des stratégies
innovantes surtout dans une ére ou le progrés scientifique bat des records avec les
approches du séquengage a haut débit, de I'« omics » et du tri cellulaire. Dans ce contexte,
les cellules souches cancéreuses ou initiatrices de cancer et en particulier de glioblastomes
constitueraient une cible thérapeutique trés prometteuse afin d’agir efficacement sur les
GBMs.

Grace aux nouveaux progrés scientifiques, notamment dans le domaine de la
génétique et de la biologie moléculaire et cellulaire, de plus en plus d’études suggérent que
les GBMs sont constitués de plusieurs sortes de cellules notamment les cellules souches
cancéreuses des glioblastomes (CSCGs). Ce contingent de cellules (de 0,5 a 5% de la
masse tumorales) (VLASHI, McBRIDE et PAJONK, 2009) posséde les caractéristiques des
cellules souches neuronales (CSNs) du fait que les cellules qui le constituent ne sont pas
différenciées et sont capables de se différencier et de s’auto-renouveler. Cependant, ces
cellules ont été soupconnées d’étre a l'origine de linitiation et du développement de la

tumeur, donnant lieu ainsi a 'émergence du concept de cellules souches cancéreuses.

Les cellules souches cancéreuses (CSCs) ont été découvertes tout d’abord dans des
leucémies en 1997 (BHATIA, WANG, KAPP et al., 1997), puis elles ont été retrouvées dans
d’autres tumeurs telles que le cancer du sein (AL-HAJJ, WICHA, BENITO-HERNANDEZ et
al., 2003), du pancréas (SUZUKI, NAKAUCHI et TANIGUCHI, 2004), de la prostate et de la
vessie (COLLINS, BERRY, HYDE et al., 2005), de la peau (YU, MINTER-DYKHOUSSE,
MALUREANU et al., 2005), des ovaires (SZOTEK, PIERETTI-VANMARCKE, MASIAKOS et
al., 2006), du célon (RICCI-VITIANI, PALLINI, BIFFONI et al., 2010), de lintestin et de
'estomac (VRIES, HUCH et CLEVERS, 2010), du poumon, de la téte et du cou (NEMOTO,
MARUO, SATO et al., 2011), du foie (SELL, 2010) et du cerveau (IGNATOVA, KUKEKOV,
LAYWELL et al, 2002). Récemment trois équipes de recherche auraient démontré
'existence de CSCs dans les glioblastomes grace a des méthodes d’analyse in vivo
(BAKER, 2012). Cette catégorie de cellules serait, en partie, responsable de l'incurabilité des
GBMs car les CSCs seraient capables a elles seules d'initier et de développer une tumeur
(GROTENHUIS, WIJNHOVEN et VAN LANSCHOT, 2012). La découverte de I'existence de
CSCs dans les GBMs constituerait dés lors, une piste trés intéressante pour la recherche et

le développement de nouvelles thérapies efficaces en vue d’éradiquer totalement les GBMs.

En 2006, lors d’un rassemblement organisé par I'Association Américaine pour la
Recherche sur le Cancer (AACR), les scientifiques se sont mis d’accord pour définir une
10



cellule souche cancéreuse comme « une cellule d’une tumeur qui posséde la capacité de
s’auto-renouveler et de produire les lignées hétérogénes de cellules cancéreuses contenues
par la tumeur en question » (CLARKE, DICK, DIRKS et al., 2006). C’est par cette capacité
d’auto-renouvellement et de différenciation que les CSCs des glioblastomes participeraient a
la propagation tumorale. De méme, les CSCs pourraient se mettre en dormance, et donc

résister aux thérapies actuelles.

Structure du sujet de thése :

La contribution des cellules souches cancéreuses dans I'émergence et la récidive
tumorales est de plus en plus reconnue par la communauté scientifique. Cependant, malgré
I'intérét que suscitent ces cellules, leur caractérisation, I'identification de leurs mécanismes
de fonctionnement et la mise en ceuvre de traitements adéquats rencontrent encore des
difficultés majeures. Pour ces raisons, nous nous sommes plus particulierement intéressés
aux CSCs dans les glioblastomes avec pour objectif principal de faire une synthése des
travaux récents de la littérature dans ce domaine. De ce fait, ce mémoire sera structuré en

trois parties.

1) Dans une premiére partie, nous présenterons les caractéristiques des
glioblastomes, les stratégies actuelles de traitement ainsi que les conséquences de cet

échec a savoir la résistance et la récidive de la tumeur.

2) Dans une deuxiéme partie, nous aborderons I'hypothése des cellules souches
cancéreuses et leur implication dans la résistance des glioblastomes aux différents
traitements. La premiére étape consiste en une exploration historique de la théorie des
CSCs et, plus précisément, de I'hypothése générale sur les cellules de types souches étant
a lorigine des cancers. Tout d’abord, nous relaterons leur découverte a travers les
expériences menées sur les leucémies et ensuite leur identification dans les GBMs. Ce sera
I'occasion de présenter les données biologiques a partir desquelles a été élaborée la théorie
des CSCGs. Ensuite, dans une seconde étape, nous détaillerons les caractéristiques et les
propriétés des cellules souches des glioblastomes, leur localisation, leurs marqueurs actuels

d’identification ainsi que la controverse de ces marqueurs.

3) La troisieme partie sera consacrée aux développements de stratégies
thérapeutiques ciblées anti-CSCGs ainsi qu’a des essais cliniques en cours. Nous allons
détailler les nouvelles stratégies actuellement testées par les scientifiques pour cibler les
cellules souches de glioblastomes, notamment la niche. Il s’agit d’'un milieu spécifique et
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propice au maintien des propriétés de ces cellules (SNEDDON et WERB, 2007), qui pourrait
les protéger contre des agressions de la chimiothérapie et de la radiothérapie. Nous allons
nous intéresser aux voies de signalisation, aux facteurs de transcription et aux protéines
spécifigues des CSCGs. Dans ce sens, l'analyse transcriptomique différentielle du niveau
d’expression des génes dans les CSCGs favorisera I'élaboration de thérapies dirigées contre
des cibles moléculaires spécifiques des CSCGs, impliquées dans les mécanismes de
tumorigenése. Plusieurs stratégies thérapeutiques peuvent étre désignées, notamment le
développement d’anticorps qui permettent de bloquer spécifiquement une voie moléculaire
en cause dans la résistance. Un exemple de ce type de traitement est I'utilisation d’Avastin®,
un anticorps monoclonal recombinant humanisé dirigé contre le VEGF (anti-angiogénique),
qui a été approuvé par lagence Américaine du médicalement « Food and drugs
administration » (FDA) en 2009 pour une utilisation dans le traitement du glioblastome seul
ou associé a une chimiothérapie et/ou une radiothérapie (WAGLE, NGHIEMPHU, LAl et al.,
2010). Nous achéverons ce mémoire par les essais cliniques ciblant les CSCGs en cours de

développement ainsi que les perspectives dans ce domaine.
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PARTIE I :

LES GLIOBLASTOMES
MULTIFORMES
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|.1. Classification des gliomes

> Classification selon ’'OMS

Les gliomes sont des tumeurs primitives du systéme nerveux central qui se
développent aux dépens des cellules gliales. lls correspondent a des grades histologiques
différents en fonction de la différenciation cellulaire. Nous y retrouvons majoritairement les
astrocytomes, tumeurs dérivant des astrocytes. lls peuvent étre bénins ou évoluer en
astrocytome anaplasique ou encore atteindre le stade des glioblastomes multiformes
(GBMSs) illustrés dans la figure 1. Les GBMs sont des gliomes de grade IV selon 'OMS
(tableau ).

Figure 1 : IRM (imagerie a résonnance magnétique) d'un glioblastome d’aprés WAGLE,
NGHIEMPHU, LAl et al., 2010.

Les gliomes de grade | sont considérés comme des tumeurs bénignes a faible
potentiel de prolifération. lls sont bien délimités et donc chirurgicalement curables. Le
potentiel prolifératif des gliomes de grade Il est également faible mais ils peuvent étre
malheureusement infiltrants, d’ou leur réapparition dans le tissu cérébral aprés la chirurgie.
Les grades | et Il sont des gliomes de bas grade qui évoluent souvent avec le temps vers les
grades Il et IV considérés comme de hauts grades de malignité. Seuls les gliomes d’origine
astrocytaire peuvent atteindre le grade IV. Trés invasifs, les gliomes de grade IV, appelés
glioblastomes, se caractérisent par un fort potentiel prolifératif et plusieurs zones de nécrose,
d’hypoxie et d’angiogénése (les glioblastomes font partie des tumeurs les plus

angiogéniques). De plus, ces tumeurs possédent une zone inflammatoire péri-tumorale.
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Tableau | : Types de tumeurs cérébrales en fonction de I’origine histologique et du grade selon

I’OMS.
Origine Origine Origine Origine mixte
astrocytaire oligodendrogliale épendymaire
Grade | Astrocytome Subépendymome
Grade Il Actrocytome diffus Oligodendrogliome Ependymome Oligoastrocytome
Grade lll Astrocytome Oligodendrogliome Ependymome Oligoastrocytome
anaplasique anaplasique anaplasique anaplasique

Grade IV Glioblastome

» Glioblastomes primaires et secondaires

Il existe deux sous-catégories de glioblastomes : les glioblastomes de novo ou
primaires et les glioblastomes secondaires. Les glioblastomes secondaires sont des gliomes
résultant de [I'évolution d’astrocytomes de bas grade. Alors que dans le cas des
glioblastomes primaires, les astrocytomes de haut grade apparaissent de novo. Il a été
démontré que les GBMs primaires (GBMs I) touchent plutét les hommes alors que les
femmes prédominent dans les GBMs secondaires (GBMs Il) (OHGAKI et KLEIHUES, 2005).
Ce sont les glioblastomes secondaires qui ont un meilleur pronostic, justifié probablement
par un 4ge moyen plus jeune des patients atteints de ce type de glioblastome (62 ans pour
les glioblastomes primaire et 45 pour les glioblastomes secondaires) (OHGAKI et
KLEIHUES, 2005). Malheureusement, la majorité des glioblastomes sont de types primaires
(plus de 90% des cas) (FURNARI, FENTON, BACHOO et al., 2007).
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> Epidémiologie des glioblastomes

D’'une maniére générale, les gliomes de haut grade représentent 63% des
astrocytomes (CRUCERU, NEAGU, DEMOULIN et al., 2013). On dénombre environ 2700
nouveaux cas de glioblastomes par an en France, ce qui en fait la tumeur cérébrale la plus
fréquente chez I'adulte (CLARKE, BUTOWSKI et CHANG, 2010). L’incidence est d’environ 4
pour 100 000 habitants en France (BALDI, HUCHET, BAUCHET et al., 2010). Son
augmentation chaque année de 1%, peut étre expliquée en partie par un vieillissement de la
population et une meilleure accessibilit¢é a [Ilimagerie. Ces tumeurs, touchant
particulierement I'adulte, présentent une grande activité mitotique, des caractéres diffus et
tres infiltrants, ce qui rend impossible la résection chirurgicale totale. La proportion
d’hommes atteints de glioblastomes est supérieure a celle des femmes (HALLAND,
KOSCHNY, AHNERT et al, 2010). Comme nous pouvons le voir dans la figure 2, les
glioblastomes peuvent survenir a tout 4ge mais touchent, dans 70% des cas, des sujets
ageés entre 50 et 70 ans (REMONTET, ESTEVE, BOUVIER et al., 2003).

03
- =
£
& e
=
: .
- =
s < :
g n
2 -
g‘ u e
= o
o p ,-"
= P
- r
- x
H . p
z " =
a / -
; . ~
= P
- il
el ——
Age

Figure 2 : Incidence et mortalité des glioblastomes en France en 2000 selon le sexe et I'dge
d’aprés REMONTET, ESTEVE, BOUVIER et al., 2003.

Selon le rapport « Validation and predictive power of Radiation Therapy Oncology
Group » (1998), les patients atteints de glioblastomes ont une survie moyenne comprise
entre 9 et 12 mois s’ils regoivent le traitement standard (chirurgie, radiothérapie et
chimiothérapie par le témozolomide). Cette moyenne de survie peut aller jusqu’a 15 mois
lorsque le patient regoit une chimiothérapie adjuvante (SCOTT, SCARANTINO, URTASUN
et al., 1998). Sans traitement, ces tumeurs se propagent en 2 a 3 mois dans I'ensemble du
cerveau (STUPP, DIETRICH, OSTERMANN et al., 2002) mais ne métastasent que rarement
dans les autres organes.
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|.2. Caractéristigues génétiques des glioblastomes

Aujourd’hui la génétique permet de différencier les GBMs des tumeurs de grade

inférieur. En effet, les GBMs présentent des altérations génétiques caractéristiques. Il existe

d’'ailleurs une classification des glioblastomes selon leur profil génétique et moléculaire
(VERHAAK, HOADLEY, PURDOM et al., 2010). Ce sont donc les génes altérés qui

permettent de caractériser les GBMs. Le tableau Il, présenté ci-dessous, résume les

altérations les plus fréquemment mentionnées dans la littérature.

Ces altérations peuvent activer certaines voies de signalisation, déréguler le cycle

cellulaire, supprimer les génes suppresseurs de tumeurs ou entrainer l'activation de

I'expression des facteurs de croissances.

Tableau Il : Principales altérations génétiques rencontrées dans les GBMs.

Altérations
génétiques

Répercussions de ces altérations

Mutation ’EGFR

Augmentation de la résistance thérapeutique, du pouvoir invasif
et de la prolifération cellulaire

Perte de PTEN

Augmentation de la résistance a I'apoptose

Délétion de p53

Perte de contréle du cycle cellulaire G1/S, conduisant a une
instabilité génomique

Méthylation de
MGMT

Diminution de la protection de 'ADN contre tous agents
alkylants

Mutation d’IDH

Augmentation du stress oxydatif
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» EGFR

La surexpression ou les mutations du géne du récepteur transmembranaire a tyrosine
kinase, appelé EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) est une des caractéristiques
génétiques des glioblastomes (SIBILIA, KROISMAYR, LICHTENBERGER et al., 2007). Sa
surexpression est associée a un facteur de mauvais pronostic (MURACCIOLE, ROMAIN,
DUFOUR et al., 2002) avec une augmentation de la chimio et radiorésistance, du pouvoir
invasif et de la prolifération cellulaire (GLADSON, PRAYSON et LIU, 2010). L’amplification
de ce geéne est trés souvent rencontrée dans les glioblastomes primaires (WIKSTRAND,
REIST, ARCHER et al., 1998). La mutation du géne EGFR entraine souvent 'amplification
de cet oncogéne (CHU, EVERISS, WIKSTRAND et al., 1997).

> PTEN

La perte du bras long du chromosome 10, ou plus globalement de I'hétérozygotie,
appelée « Loss of Heterozygosity» (LOH), 1a ou est placé le géne suppresseur de tumeur
PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), est présente dans 25 % des GBMs | (OHGAKI,
DESSEN, JOURDE et al.,, 2004). PTEN est un régulateur négatif direct de la voie de
signalisation phosphatidylinositol 3-kinase/protéine kinase B (PI3K/Akt) (MELLINGHOFF,
CLOUGHESY et MISCHEL, 2007). Cette voie est impliquée dans la prolifération cellulaire et
l'inhibition de certaines voies de mort cellulaire lorsque Akt est activée indéfiniment (WANG,
PUC, LI et al,, 1997). La perte du géne PTEN entraine donc une suractivation de la voie
PI3/Akt (WANG, PUC, LI et al., 1997) qui protége alors les cellules cancéreuses contre les

divers stimuli pro-apoptotiques.

> p53

p53 (Tumor protein 53) est une protéine qui assure le contréle de lintégrité du
génome (ALBRECHTSEN, DORNREITER, GROSSE et al., 1999). Cette protéine bloque les
cellules possédant un génome instable en phase G1 de leur cycle cellulaire ou active leur
apoptose par l'intermédiaire de caspases (VOUSDEN et LU, 2002). Des mutations du géne
p53 (situé sur le bras court du chromosome 17) sont fréquemment observées dans les
gliomes de bas grade, dans les astrocytomes anaplasiques ainsi que dans les GBMs ;
laissant penser que [linactivation de p53 intervient trés t6t dans le processus de

gliomagénése (LOUIS, 1994). Il a été démontré que 28% de glioblastomes primaires et 65%
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de glioblastomes secondaires possédent une mutation sur le géne p53 (OHGAKI et
KLEIHUES, 2005). La délétion de ce géne suppresseur de tumeur est associée a la perte de
contréle du cycle cellulaire G1/S, conduisant & une instabilité génomique. Cela favorise
lapparition de mutations génétiques successives pouvant étre responsables de la

progression tumorale.

> MGMT

La méthylguanine-ADN-méthyltransférase (MGMT) est une protéine enzymatique qui
répare les alkylations de 'ADN au niveau de la guanine dans la position O6 (et parfois O4)
(GERSON, 2004). Sans lintervention de la MGMT, la cellule entrerait en apoptose
(WATANABE, NAKAMURA, KROS et al., 2002). Des études ont montré que la méthylation
du promoteur du géne MGMT provoque une diminution de son expression (QIAN et BRENT,
1997). Cette méthylation touche 30% a 50% des patients atteints de glioblastomes (STUPP
et HEGI, 2007). P53 pourrait également réguler négativement I'expression de MGMT
(BLOUGH, ZLATESCU et CAIRNCROSS, 2007). MGMT protége les cellules contre tout
agent alkylant, y compris le témozolomide (médicament de référence dans le traitement
actuel du glioblastome que nous détaillerons un peu plus loin), ce qui explique en partie la
chimiorésistance des GBMs non porteurs de l'altération du géne MGMT (STUPP et HEGI,
2007). Une étude de phase lll, menée par LEORTC (European Organisation for Research
and Treatment of Cancer) et le NCIC (National Cancer Institute of Canada), montre que 46%
des patients dont le promoteur du géne MGMT est méthylé sont encore en vie 2 ans aprés le
diagnostic contre seulement 14% pour ceux dont le géne MGMT s’exprime (STUPP et HEGI,
2007).

> IDH

Les mutations du géne isocitrate déshydrogénase (/DH) sont souvent rencontrées
dans les glioblastomes secondaires (88%) (YAN, PARSONS, JIN et al., 2009) mais
quasiment absentes dans les GBMs primaires (VERHAAK, HOADLEY, PURDOM et al.,
2010), laissant penser une certaine implication de ces mutations dans I'évolution des
tumeurs de bas grade vers les glioblastomes secondaires. D’autres études ont révélé
I'implication précoce de ces mutations IDH dans le processus de gliomagénése (LARSEN,

2010). En outre, les patients traités dont le géne IDH a muté ont une espérance de survie
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supérieure aux patients traités ne possédant pas de mutation sur ce géne (YAN, PARSONS,
JIN et al., 2009).

» Autres altérations génétiques

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) est une enzyme de la famille des sérines /
théonine kinases. Son réle est de réguler la croissance, la prolifération et la survie cellulaire.
La surexpression du géne mTOR est souvent rencontrée dans le cas des GBMs secondaires
(DUZGUN, EROGLU et BIRAY, 2015).

Moins fréquentes mais néanmoins présentes dans les glioblastomes, certaines
altérations génétiques nous semblent pertinentes a relever. Les délétions homologues des
genes neurofibromin1 (NF1) et parkinson protein 2 (PARK2), et 'amplification d’AKT3 (v-akt
murin thymoma viral oncogene homolog 3) sont également des signatures génétiques des
glioblastomes (VERHAAK, HOADLEY, PURDOM et al., 2010).

Nous rencontrons également dans beaucoup de glioblastomes la délétion du bras
court du chromosome 1 au niveau de la région 1p36 (ICHIMURA, VOGAZIANOU, LIU et al.,
2008). Cette région porte notamment le géne suppresseur « Mitogen-inducible gene-6 »
(Mig-6), qui semble diminuer le potentiel tumorigéne de la voie de signalisation EGFR par
son implication dans la dégradation du couple EGF-EGFR dans les endosomes (YING,
ZHENG, SCOTT et al, 2010). La plupart des altérations génétiques associées aux

glioblastomes sont illustrées dans la figure 3.
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Figure 3 : Altérations génétiques associées aux glioblastomes d’aprés OHGAKI et KLEIHUES,
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|.3. Caractéristigues biologiques des glioblastomes

> Invasion

Dans les glioblastomes, les cellules tumorales, par leur motilité et leur capacité a
remodeler la matrice extracellulaire, migrent dans le parenchyme cérébral. L'invasion
tumorale se déroule en plusieurs étapes. Il y a tout d’abord un détachement des cellules
cancéreuses de la tumeur d'origine (MARET, GRUZGLIN, SADR et al., 2010), puis les
cellules adhérent a la matrice extracellulaire (MEC) via des intégrines (GUO, 2004). Ensuite,
ces cellules sécréetent des protéases de la matrice extracellulaire (MMP-2 et 9) qui facilitent
la migration tumorale en dégradant cette MEC (RAO, 2003).

Les mécanismes les plus importants dans linvasion cellulaire semblent étre les
interactions entre la cellule et la matrice extracellulaire et/ou avec d’autres cellules.
Cependant, il a été prouvé que la surexpression du facteur de transcription inductible par
I'nypoxie (HIF-1) dans ces cellules tumorales génére de nombreux facteurs de croissance

qui facilitent I'invasion des cellules cancéreuses (SEMENZA, 2003).

> Prolifération

Il a été établi que la surexpression de HIF-1a ou de linterleukine 8 (IL-8) favorise
également une trés forte prolifération cellulaire caractéristique des GBMs (RONG, DURDEN,
VAN MEIR et al., 2006). Cette intense prolifération serait due a une perte de contrdle du
cycle cellulaire. Cette caractéristique différencie les GBMs des gliomes de bas grades car

ces derniers proliferent a un degré nettement moindre.

> Nécrose

Une zone nécrotique au centre de la tumeur pouvant englober jusqu'a 80% du
glioblastome est également une des particularités de ce genre de tumeurs. La nécrose fait
suite a une demande énergétique et métabolique trop importante des cellules tumorales par
rapport aux capacités d’apport. Il semblerait que I'hypoxie résultante des exigences du

développement des cellules cancéreuses impliquerait une néovascularisation afin
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d’acheminer les nutriments et I'oxygéne nécessaires a leur croissance (POUYSSEGUR,
DAYAN et MAZURE, 2006).

» Angiogénése

Il est bien admis que le facteur de transcritpion HIF-1a est en partie responsable de la
néoangiogénése (POUYSSEGUR, DAYAN et MAZURE, 2006). En effet, HIF-1-a contrdle
I'expression de l'angiopoiétine-2 et de « Vascular Endothelial Growth Factor » (VEGF)
(VAJKOCZY, FARHADI, GAUMANN et al., 2002). La surexpression du facteur de croissance
VEGF dans les cellules tumorales, en réponse a I'hypoxie, stimule la migration et la
prolifération des cellules endothéliales et protége les cellules de I'apoptose (LARSEN, 2010).
De plus, une étude récente a montré que I'hypoxie inhibe I'expression des facteurs anti-
angiogéniques (LARSEN, 2010). L’angiogénése anormale résultant de ce processus est
formée soit a partir de vaisseaux préexistants soit par le glioblastome qui se charge de
modifier des vaisseaux « normaux » aprés les avoir englobés (LARSEN, 2010). Ces
nouveaux capillaires sanguins étant beaucoup plus longs, nous parlerons de prolifération
« directionnelle » ou de prolifération « intraluminale » lorsque nous mentionnerons
'augmentation de leur épaisseur (BRAT et VAN MEIR, 2001). La forte perméabilité des
parois de ces capillaires augmente la teneur en eau dans le tissu tumoral pouvant conduire a
d’'importants cedémes (VERHOEFF, VAN TELLINGEN, CLAES et al., 2009). Ces néo-
vaisseaux sont également le siége de nombreuses thromboses, nécroses et hémorragies
intratumorales qui traduisent une mauvaise gestion du flux sanguin. Il a été démontré aussi
que la néoangiogenése participe a la formation de niches vasculaires, refuge pour les
cellules souches cancéreuses et qu’elle contribue a la chimiorésistance (TURPIN, SHARIF,
STOVEN et al., 2015).

» Apoptose

L’apoptose intervient lorsque les cellules n’adhérent plus a la matrice extracellulaire.
Les modifications génétiques et moléculaires des cellules des glioblastomes leurs conférent
cette particularité d’étre résistantes a 'apotpose (GUISE, ABBATTISTA, SINGLETON et al,,
2010). Cette résistance accrue passe notamment par la sur activation de protéines ou de
voies anti-apoptotiques (CHIARUGI et GIANNONI, 2008). Or, La majorité des thérapies

actuelles sont de types pro-apoptotiques d’ou leur faible efficacité sur les GBMs.
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|.4. Prise en charge actuelle des glioblastomes

Actuellement, le but des thérapies est de réduire les déficits neurologiques induits par
la tumeur et le traitement mais la finalité est, bien entendu, d’augmenter la survie du malade
tout en maintenant une qualité de vie optimale. Malheureusement, jusqu’a présent, la quasi-

totalité des patients atteints de glioblastomes sont victimes de récidives.
» Chirurgie

La premiére étape du traitement pour un patient atteint de glioblastome repose sur la
résection chirurgicale la plus large possible de la tumeur. Plus le volume de la tumeur est
faible, plus la réponse positive au traitement est importante (KELES, LAMBORN, CHANG et
al., 2004). Afin de limiter les risques de séquelles neurologiques liés a la complexité de
l'opération, il existe la chirurgie éveillée du patient, qui est une technique consistant a
cartographier par électrostimulation les zones du cerveau (DE BENEDICTIS, MORITZ-
GASSER et DUFFAU, 2010). Il existe également le gliolan, un produit qui colore en rouge
les cellules tumorales exposées a la lumiére bleue, ce qui permet de mieux les visualiser lors
des opérations (IDOATE, DIEZ VALLE, ECHEVESTE et al., 2011). Eu égard a la complexité
du cerveau et au caractére infiltrant de ces tumeurs, la résection totale de la tumeur ne peut
étre pratiquée sans endommager des fonctions motrices ou cérébrales. A défaut d’étre
curative, la chirurgie cytoréductive permet néanmoins d’améliorer I'état neurologique général
des patients en réduisant la pression intracranienne. Ce processus donne lieu, dans certains

cas, a une augmentation du taux de survie.

» Radiothérapie

La radiothérapie altere les chromosomes en ionisant les acides nucléiques ce qui
perturbe les divisions des cellules cancéreuses. Cependant, tous les GBMs d'une part
développent une certaine radiorésistance et dautre part, une radionécrose, une
démyélinisation ou une augmentation transitoire de la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique pouvant survenir aprés une radiothérapie (KEIME-GUIBERT, CHINOT,
TAILLANDIER et al., 2007). Le schéma de référence pour la radiothérapie, suggéré par
Stupp et ses collaborateurs dans une étude réalisée en 2005, est de 30 a 35 fractions de 1,8

a 2 Gy délivrées 5 jours par semaine sur 6 semaines pour atteindre une dose de 60 Gy
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(STUPP, MASSON, VAND DEN BENT et al.,, 2005). L’augmentation de la dose globale
(allant jusqu’a 90 Grey) ou de la dose quotidienne (3-4 Grey), ne renforce que la toxicité
sans accroitre significativement I'effet bénéfique de la radiothérapie sur les glioblastomes
(NIEDER, ANDRATSCHKE, WIEDENMANN et al., 2004).

» Chimiothérapie

Une chimiothérapie vient s’associer a la radiothérapie mais son efficacité semble
dépendre de l'activation de I'enzyme MGMT qui est surexprimée dans les GBMs (LIU,
YUAN, ZENG et al., 2006). C’est surtout la surexpression de transporteurs membranaires de
la famille des «adenosine triphosphate-binding cassette (ABC)», expulsant continuellement
les agents de chimiothérapie dans le milieu extracellulaire, qui est responsable de la majorité
de la chimiorésistance des glioblastomes (LIU, YUAN, ZENG et al., 2006).

Le témozolomide (TMZ)

Par sa grande efficacité, tout en préservant une bonne qualité de vie au patient, sa
capacité a induire l'autophagie et sa faculté a inhiber les mécanismes d’angiogénése, le
témozolomide de la famille des nitroso-urées, s’est trés vite installé en téte de file pour le
traitement chimiothérapeutique des glioblastomes (STUPP, MASSON, VAND DEN BENT et
al., 2005).

Le caractere amphiphile du TMZ lui permet de passer facilement la barriere hémato
encéphalique pour ensuite se dissoudre facilement en milieu aqueux (FRIEDMAN, KERBY
et CALVERT, 2000). Le témozolomide est un agent alkylant imidazotétrazine de seconde
génération pouvant étre pris par voie orale et ne nécessitant aucune métabolisation
hépatique pour produire I'agent actif (STUPP, MASSON, VAND DEN BENT et al., 2005). Il
améliore significativement la survie des patients atteints de glioblastomes (STUPP, HEGI,
MASON et al., 2009).

La figure 4 illustre les résultats d’'un essai clinique, réalisé par Stupp et ses
collaborateurs en 2005, sur l'effet du témozolomide dans le traitement des glioblastomes
(STUPP, MASSON, VAND DEN BENT et al., 2005). Au bout de 2 ans, le taux de survie des
patients atteints de glioblastomes a plus que doublé lorsque nous associons (dés le début du
traitement) le témozolomide a la radiothérapie par comparaison aux patients traités

uniquement par radiothérapie.
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Figure 4 : Estimation de la survie globale des patients atteints de GBMs en fonction du
traitement administré d’aprés STUPP, MASSON, VAND DEN BENT et al., 2005.

Le protocole consiste a administrer 75mg/m?/jour tout au long de la radiothérapie
sans dépasser 49 jours consécutifs. Aprés ce premier cycle, une pause de 4 semaines est
nécessaire avant de reprendre jusqu'a 6 cycles avec 28 jours séparant chaque cycle. Les
doses administrées durant ces cycles commencent a 150 mg/m? par jour durant 5 jours
consécutifs. Nous pouvons augmenter cette dose jusqu’a 200mg/m? en fonction de la
tolérance au traitement (STUPP, MASSON, VAND DEN BENT et al, 2005). Les
neutropénies sont les principaux effets indésirables a surveiller lors de cette chimiothérapie.
De ce fait, nous pourrons alors mettre en place une antibioprophylaxie afin d’éviter
I'apparition d’infections opportunistes.

Cependant, l'activation de I'enzyme de réparation MGMT diminue l'efficacité du
témozolomide (HEGI, DISERENS, GORLIA et al., 2005). Dans ce cas, il serait nécessaire

d’essayer d’autres molécules chimiothérapeutiques.

Les autres molécules

Tout comme le TMZ, d’autres molécules sont administrées au début et tout au long
de la radiothérapie afin d’optimiser le traitement contre les GBMs. Nous retrouvons d’autres
nitroso-urées comme la carmustine, la lomustine, la belustine, la fotémustine qui ont été
pendant plusieurs années le traitement chimiothérapeutique de premiere intention dans les
gliomes de haut grade en complément de la radiothérapie (PRADOS, SCOTT, CURRAN et
al., 1999). Les nitroso-urées sont des agents qui alkylant la position O6 de la guanine de
’ADN. Leur bonne liposolubilité en fait la classe d’agents chimiques la plus efficace pour le
traitement des glioblastomes en chimiothérapie (SOUHAMI, SEIFERHELD, BRACHMAN et
al., 2004).
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Aux Etats-Unis, nous assistons également a l'utilisation de la carmustine dans « la
technique de gliadel ». Cette technique repose sur 'imprégnation d’un implant de carmustine
(Gliadel®) introduit au niveau de la cavité résultant de I'exérése de la tumeur. L’autorité nord-
americaine de santé, « Food and Drug Administration » (FDA), a validé cette technique
comme traitement de seconde ligne (QUINN, JIANG, CARTER et al., 2009). Le gliadel
posséde également une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour la premiére ligne et
pour la récidive (BOTA, DESJARDINS, QUINN et al., 2007). Cependant, il faut noter que le
gliadel perturbe la surveillance IRM (HART, GRANT, GARSIDE et al., 2011).

Nous pouvons également citer la procarbazine de la famille des triazénes comme
autre agent alkylant utilisé dans le traitement chimiothérapique. Nous retrouvons aussi la
vincristine, un alcaloide extrait de la pervenche de Madagascar, qui agit en inhibant la
polymérisation de la tubuline en microtubules (JORDAN, HIMES et WILSON, 1985).

Enfin, nous pouvons associer plusieurs molécules entre elles, ce qui augmente
I'efficacité de la chimiothérapie comme par exemple la combinaison PCV (Procarbazine,
Lomustine et Vincristine) (MURPHY, PICKLES, KNOWLING et al, 2002) ou encore la
combinaison carboplatine /étoposide (FRANCESCHI, CAVALLO, SCOPECE et al., 2004).

Bien que nous continuons a utiliser ces molécules aujourd’hui dans le traitement des
GBMs, I'échec de ces traitements nous pousse a réfléchir a d’autres molécules plus
efficaces, avec un mécanisme d’action différent afin de garantir une meilleure prise en
charge thérapeutique des patients atteints de glioblastomes (SOUHAMI, SEIFERHELD,
BRACHMAN et al., 2004). C’est dans cet esprit que les anticorps monoclonaux humanisés,
tel que le bévacizumab (AVASTIN) ciblant le VEGF circulant, ont vu le jour. En effet, cette
molécule a obtenu 'AMM depuis 2009 en complément du protocole de Stupp dans les
récidives (COHEN, SHEN, KEEGAN et al., 2009), ce qui augmenterait la survie des patients
de 6 mois (NAGPAL, HARSH et RECHT, 2011).

Une nouvelle avancée dans la compréhension de nombreux cancers, y compris les
GBMs, est la découverte des cellules souches cancéreuses (GUICHET, BIECHE, TEIGELL
et al., 2013). L’identification de cellules souches cancéreuses au sein des GBMs
(IGNATOVA, KUKEKOV, LAYWELL et al., 2002) a permis de mieux comprendre la biologie
tumorale et de reconsidérer I'approche thérapeutique. En effet, nous pouvons constater que
les traitements actuels ciblent les cellules en division rapide. Or, les CSCs seraient
quiescentes, d’ou l'inefficacité des traitements actuels. Ce concept reste certes encore a
I'état embryonnaire du fait que nous devons faire face a des difficultés d’ordre technique. Il

est vrai que la caractérisation des CSCs des glioblastomes demeurera incompléte tant
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gu’aucun marqueur spécifique n'aura été défini. Malgré ces limites, la théorie des CSCs
nous offre de nouvelles perspectives en vue de contrer la résistance thérapeutique des

GBMs. Cibler les CSCs deviendrait alors une priorité contre les GBMs.

Dans la suite de notre thése, nous allons nous focaliser sur I'implication des cellules
souches cancéreuses (ou cellules initiatrices de tumeur) dans le développement des
glioblastomes. Nous allons faire une synthése des publications scientifiques participant a
'avancée conceptuelle pour comprendre les mécanismes de résistance aux traitements a
travers cette population cellulaire. Parvenir a cibler spécifiquement ces cellules ou forcer leur

différenciation permettrait de les rendre inoffensives.
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PARTIE Il :

CONCEPT DES CELLULES

SOUCHES CANCEREUSES

DANS LES GLIOBLASTOMES
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I1.1. Origine des gliomes

L'origine tumorale est depuis des siécles une préoccupation de la communauté
scientifique. Deux modéles principaux ont été proposés.

Selon le modéle stochastique ou modéle de I'évolution clonale, qui faisait consensus,
toutes les cellules cancéreuses, méme différenciées, auraient la capacité de proliférer
indéfiniment (PERSANO, RAMPAZZO, BASSO et al., 2013). Ces cellules formeraient des
clones indépendants qui muteraient de fagon aléatoire au fur et a mesure de leur
multiplication. Les tumeurs évolueraient ensuite selon une sélection des clones les plus
efficaces et adaptés dans I'environnement tumoral (PERSANO, RAMPAZZO, BASSO et al,,
2013). La différenciation de ces cellules ainsi que leurs variantes génétiques seraient alors la
cause de I'hétérogénéité des cellules cancéreuses (figure 5). Ce modéle, appelé modéle «
stochastique », permettrait également d’expliquer le phénoméne de dédifférenciation des
cellules matures selon un environnement adéquat (PERSANO, RAMPAZZO, BASSO et al,,
2013).

Cellule souche O Sélection

Cellules O/ \Oi Développement clonale
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Figure 5 : Représentation schématique du modéle « stochastique » adapté de VISVADER
LINDEMAN, 2012.
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Un deuxieme modéle appelé modéle « hiérarchique », illustré dans la figure 6,
pourrait étre pris en compte dans notre conception du cancer : I'hypothése des cellules
souches cancéreuses. A [linverse du modéle stochastique, celui-ci postule un
fonctionnement hiérarchique des cellules. Les cellules souches cancéreuses, au sommet de
la hiérarchie seraient les seules initiatrices de cancer (PERSANO, RAMPAZZO, BASSO et
al., 2013). Sur le fonctionnement des cellules souches normales, un nombre restreint de
CSCs (ayant regu des mutations) permettrait un développement tumoral. Dans ce modéle
monoclonal, I'hétérogénéité des cellules cancéreuses serait la conséquence de l'arrét de
différenciation intervenant a différents stades (PERSANO, RAMPAZZO, BASSO et al., 2013.
Ce nouveau modeéle, qui fait encore débat dans la communauté scientifique pourrait étre

responsable de I'échec thérapeutique et de la récidive tumorale.
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Figure 6 : Représentation schématique du modéle « hiérarchique » adapté de VISVADER et
LINDEMAN, 2012.
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[1.2. Exploration historique de la théorie des cellules souches
cancéereuses dans les glioblastomes

C’est au XIXéme siecle qu'apparait tout d’abord I'hypothése des cellules souches
cancéreuses (SELL, 2010). Cependant a cette époque, la priorité était de traiter les maladies
infectieuses. Ce sont les expériences menées sur les leucémies myéloides qui ont aidé a se

prononcer sur la théorie monoclonale (SELL, 2010).

» Cellule souche cancéreuse a I’origine des leucémies myéloides

Des recherches menées en 1967 (FIALKOW, DENMAN, JACOBSON et al., 1978)
ont montré que les cellules myéloides leucémiques spécialisées sont issues d’une seule et
méme cellule précurseur. L'origine de ce cancer serait, dés lors, monoclonale et la cellule
responsable se situerait a une position élevée dans la hiérarchie cellulaire. D’autres
chercheurs en arrivent a la méme conclusion en étudiant le chromosome Philadelphie
(WALKER et HARDY, 1976).

Grace au modéle animal, notamment la souris NOD/SCID qui est un bon modeéle
pour la xénogreffe (UCKUN, 1996), 'approfondissement de I'analyse des leucémies permet
de mieux identifier les cellules a l'origine du cancer. Ainsi, une étude (BRUCE et VAN DER
GAAG, 1963) a démontré que la xénotransplantation de 100 cellules d’'un lymphome T dans
une souris saine génére une tumeur. De plus, le nombre de cellules développées est
proportionnel au nombre de cellules cancéreuses injectées. Des études supplémentaires
utilisant des modéles murins (LAPIDOT, SIRARD, VORMOOR et al,, 1994) ont mis en
évidence le fait que seules certaines cellules sont tumorigénes in vivo.

L’étude en cytométrie de flux de sang périphérique et de moelle osseuse de patients
leucémiques a permis d’identifier une cellule a I'origine de la leucémie pour la premiéere fois
en 1994 (LAPIDOT, SIRARD, VORMOOR et al, 1994). Ce type de cellules, qui
représenterait moins de 1% des cellules cancéreuses, exprimait le marqueur CD34 (un des
marqueurs des cellules souches) mais n’exprimaient pas le marqueur CD38 (qui caractérise
les cellules sanguines différenciées). De surcroit, Bonnet et Dick (BONNET et DICK, 1997),
ont constaté en 1997 que ces cellules CD34" et CD38", provenant de patients leucémiques,
présentaient les propriétés de cellules souches avec la capacité d’auto-renouvellement, de

prolifération et de différenciation.
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Nous savons aujourd’hui que les leucémies sont organisées sous une forme
hiérarchique ayant au sommet une cellule initiatrice de leucémie (SL-IC pour leukemia-
initiating sell). L’identification de ces CSCs dans les leucémies a poussé les chercheurs a
travailler sur d’autres tumeurs avec les mémes méthodes d’isolement et d’identification.
C’est dans ce contexte que des CSCs ont été retrouvées dans plusieurs tumeurs et
notamment dans le cancer du sein (AL-HAJJ, WICHA, BENITO-HERNANDEZ et al., 2003),
et dans les GBMs (IGNATOVA, KUKEKOV, LAYWELL et al., 2002).

> ldentification de cellules souches cancéreuses dans les glioblastomes

En 2003, des CSCs ont pu étre isolées depuis une suspension unicellulaire de
tumeur cérébrale pédiatrique en utilisant la cytométrie et le marqueur CD133, soit « cluster »
de différenciation 133, ou bien aussi appelé prominine 1 (SINGH, CLARKE TERASAKI et al,,
2003). Ces cellules CD133" forment des neurosphéres en culture. Elles ont un potentiel
d’auto-renouvellement, de prolifération et de différenciation. Ces CSCs ont également la
faculté de régénérer la tumeur originale in vivo et in vitro.

Au cours de la méme année, Hemmati et ses collaborateurs (HEMMATI, NAKANO,
LAZAREFF et al., 2003) ont noté le potentiel tumorigéne, migratoire, prolifératif et de
différenciation des neurosphéres dérivées de glioblastomes multiformes chez I'enfant, aprés
les avoir introduites dans le cerveau de rats.

En 2004, des chercheurs (SINGH, HAWKINS, CLARKE et al., 2004) ont relevé la
présence de cellules CD133" provenant de glioblastomes d’enfant et d’adulte, capables
toutes les deux de reformer entiérement la tumeur originelle aprés transplantation dans le
cerveau d’'une souris immunodéprimée. Les CSCs sont donc présentes dans les
glioblastomes, a la fois chez les enfants et chez les adultes. Une toute petite fraction de
CSCs CD133" suffit pour former une tumeur, tandis qu'avec des dizaines de milliers de
cellules CD133" mis en culture dans les mémes conditions, aucune tumeur ne se forme.

En paralléle, la multipotentialité de ces CSCs a été prouvée (GALLI, BINDA,
ORFANELLI et al., 2004). Ces cellules ont le pouvoir de se différencier ex vivo en exprimant
les marqueurs spécifiques du tissu hbte. Par la suite, d’autres chercheurs ont réussi a isoler
des CSCs de glioblastomes pédiatriques et adultes (PATRU, ROMAO, VARLET et al.,
2010).
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[1.3. Caractéristiques et propriétés des cellules souches
canceéreuses des glioblastomes

Lors du congrés annuel de 2006, 'AACR (American Association for Cancer
Research) a organisé un atelier sur les cellules souches tumorales, ou les questions de la
définition et de l'origine des cellules souches cancéreuses ont été discutées (CLARKE,
DICK, DIRKS et al., 2006). Le consensus s’est fait autour d'une définition unique. Les
cellules souches tumorales sont alors décrites comme étant les cellules issues de la tumeur,
ayant la capacité de s’auto-renouveler et de reproduire I'hétérogénéité de la tumeur
d’origine, notamment via des expériences de xénogreffes, considérées comme le test fiable
qui fait référence dans le domaine. En fait, le terme de cellules souches tumorales fait plus
référence au potentiel de ces cellules qu'a leur origine. C’est pourquoi elles sont parfois

appelées « cellules initiatrices de tumeurs » ou encore « cellules tumorigéniques ».

» Origine

La premiére hypothése était que les CSCGs dérivaient plutét de cellules souches
normales qui auraient la possibilité d’accumuler des mutations au cours de leur longue vie.
Elles ne dériveraient donc pas de cellules progénitrices, dont la durée de vie est
excessivement courte avant le passage a la différenciation terminale (OWENS et WATT,
2003). Quelques années plus tard, une origine progénitrice ayant réacquis des propriétés de
cellules souches suite a une mutation tardive fut suggérée (PARK, TSENG et WEISSMA,
2009). Cette mutation menerait a une réactivation des voies de contréle de l'auto-
renouvellement. Enfin, une dédifférenciation de cellules astrocytaires pourrait également étre
a l'origine de ces cellules souches cancéreuses (FRIEDMANN-MORVINSKI, BUSHONG, KE
et al., 2012). La figure 7 illustre I'interrogation sur I'origine des CSCGs.

De maniére plus générale, le cancer pourrait également découler d’'une expression
inappropriée de programmes d’expression des génes du type « Cellule Souche » (WANG et
ARMSTRONG, 2008).
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Figure 7 : L’origine des cellules souches cancéreuses dans les glioblastomes reste inconnue,
illustration adaptée de GOLDTHWAITE, 2006.

Les études sur les cellules souches cancéreuses dans les glioblastomes sont
nombreuses. Observer les CSCGs reste toutefois ardu du fait de leur localisation cérébrale
et donc de la difficulté d’y avoir accés. Ces cellules gardent cependant les mémes
caractéristiques principales que les cellules souches neurales normales. Si nous les
comparons a ces derniéres, les CSCs peuvent étre considérées comme une petite sous-
population cellulaire a lintérieur de la tumeur. Elles possédent des propriétés d’auto-
renouvellement, nécessaire au maintien de leur pool, ainsi qu'une capacité de prolifération
presque infinie mais aussi une aptitude de différenciation en cellules hétérogénes permettant

de régénérer la masse tumorale.
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> Auto-renouvellement

La question de 'auto-renouvellement demeure essentielle, dans le cas présent, tout
comme lorsqu'il s'agit d'un développement normal. Pour entretenir son pool et garder la
capacité de produire de nouvelles cellules, une cellule souche cancéreuse doit conserver
I'aptitude de s’auto-renouveler par division symétrique ou asymétrique et donner lieu, a
minima, a une cellule fille ayant les mémes propriétés de cellule souche que la cellule meére.
Si la cellule souche en proliférant, ne s’auto-renouvelle pas, le pool de cellules souches en
sera alors appauvri.

Une mise en culture des CSCs provenant de patients atteints de GBMs est effectuée
afin d'observer leur renouvellement autonome. Suite a la résection tumorale, et en vue
d'obtenir des cellules isolées, la tumeur est dissociée. Le milieu dans lequel sont placées les
CSCs isolées était dépourvu de sérum mais contient des facteurs de croissances tels que
I'EFG ou encore le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor). Un pouvoir d'auto-renouvellement
est alors remarqué car il y a formation d'agglomérats caractéristiques de la présence de ces
cellules capables d'auto-renouvellement et de prolifération. Ces agglomérats nommés
neurosphéres sont ensuite remis en culture apres avoir été dissociés, cela dans le but de
démontrer leur capacité illimitée d'auto-renouvellement et de prolifération (GALLI, BINDA,
ORFANELLI et al., 2004). La méthode employée dite de « Neurosphere assay » est, au
départ, employée dans lisolation et I'amplification des CSNs normales (REYNOLDS et
WEISS, 1992).

» Multipotentialité

Au cours de leur développement, les cellules souches neurales se différencient en
vue de générer des cellules matures qui appartiennent aux différents lignages (gliaux ou
neuronaux), cela pour structurer et organiser le tissu adulte. Cette multipotentialité, qui
permet I'obtention de types cellulaires distincts a partir d'un tissu donné, est l'une des
caractéristiques importantes des CSNs.

Lorsque nous isolons des cellules souches cancéreuses par clonogénicité, nous
évaluons ainsi leur capacité de différenciation. Ceci permet de confirmer I'hypothése des
cellules souches cancéreuses. Il a été ainsi mis en évidence par Singh et ses collaborateurs
(SINGH, HAWKINS, CLARKE et al., 2004) et d’autres équipes (HEMMATI, NAKANO,
LAZAREFF et al, 2003 ; GALLI, BINDA, ORFANELLI et al, 2004 ; PATRU, ROMAO,
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VARLET et al., 2010) que ces cellules isolées ont la capacité de former des neurosphéres et

de se différencier en cellules du SNC.
» Propagation tumorale

La propagation tumorale est l'une des caractéristiques essentielles des CSCs.
Effectivement, les CSCs sont a l'origine des tumeurs et se doivent donc d’étre capables de
former de novo ou de régénérer la tumeur. Par le protocole de dilution limite il a été
démontré qu’un nombre minimal de cellules pouvait former une nouvelle masse tumorale
(SINGH, HAWKINS, CLARKE et al., 2004). Cette démonstration comprend des greffes
orthotopiques en présence de quantités décroissantes de cellules souches. Il a été prouvé
par cette expérience, ainsi que par celle de Bao et son équipe (BAO, WU,
SATHORNSUMETEE et al.,, 2006), qu'aprés une greffe, un pool de 100 a 1000 CSCs

provenant de tumeurs de patients était encore capable de former une tumeur.

Ces différentes expériences prouvent la présence d’une petite fraction de CSCs dans
les GBMs, ayant la capacité d’initier et de reproduire, seule, la tumeur originelle aprés
xénotransplantation. La figure 8 illustre les caractéristiques des CSCGs y compris celles
partagées avec les CSNs. En effet, a partir de marquages de neurosphéres provenant de
GBMs, il a été démontré que des marqueurs d'immaturité des CSNs tels que CD133, la
nestine, ou encore Sox2 pouvaient étre utilisés pour caractériser des CSCGs (CHONG,
TOH, ZAIDEN et al., 2009).
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Figure 8 : Caractéristiques des cellules souches cancéreuses dans les glioblastomes, schéma
adapté de LATHIA, MACK, MULKEARNS-HUBERT et al., 2015.

38



11.4. Marqueurs actuels d’identification des CSCs des
glioblastomes

Nous allons voir une liste non exhaustive de marqueurs pouvant étre utilisés dans
l'identification des CSCGs. Cependant, a I'heure actuelle aucun marqueur n’est exclusif et
spécifique a ces cellules. En effet, certains de ces marqueurs se retrouvent dans les CSNs,
d’autres dans des précurseurs neuronaux ou encore dans des cellules différenciées. CD133

fut le premier marqueur utilisé dans I'isolation et 'identification des CSCGs.

» CD133 / prominine

Le marqueur CD133, analogue humain de la Prominin-1, a été identifié dans
différents types de cellules souches et de cellules tumorales. Son expression est réprimée
dans les cellules différenciées (KANIA, CORBEIL, FUCHS et al., 2005).

Singh et ses collaborateurs (SINGH, HAWKINS, CLARKE et al., 2004) ont observé
que les cellules de GBMs exprimant CD133 possédaient des propriétés « souche » in vitro.
lls ont constaté que seules les cellules CD133+ avaient la capacité d’initier une tumeur in
vivo. Ces cellules CD133" ont été ainsi assimilées a des CSCs. Mais peu de temps aprés
cette observation, une autre équipe (BEIER, HAU, PROESCHOLDT et al., 2007) a prouveé,
via des expériences de xénogreffes, que des cellules CD133" sont également capables de
générer une tumeur in vivo. Le CD133 n’est donc pas un marqueur d’identification spécifique
des CSCGs. Dés lors, il a été montré que des cellules CD133" pouvaient descendre de
cellules CD133" aprés xénogreffe (WANG, SAKARIASSEN, TSINKALOVSKY et al., 2008). II
a aussi été établi, lors de cultures in vitro, que des CSCGs pouvaient éventuellement perdre
I'expression de CD133, sans toutefois altérer leurs caractéristiques de cellules souches
(PATRU, ROMAO, VARLET et al., 2010). CD133 pourrait néanmoins étre utilisé comme
marqueur de stress environnemental (GRIGUER, OLIVA, GOBIN et al., 2008).

En conclusion, l'utilisation de CD133 comme seul marqueur des CSCGs reste
controversée. La recherche d’autres marqueurs de CSCGs demeure la priorité les
scientifiques.

Selon une étude réalisée par Zhang et son équipe en 2008 (ZHANG, SONG, YANG
et al., 2008), la co-expression CD133 / nestine dans les CSCGs est corrélée a une forme

agressive de la tumeur.
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> Nestine

La nestine est une protéine exprimée par les cellules souches neuro-épithéliales au
niveau des filaments intermédiaires de leur cytosquelette. Cette protéine intervient dans la
signalisation et le métabolisme cellulaire ainsi que dans I'organisation du cytosquelette. Elle
est également considérée comme marqueur de cellules proliférantes et migrantes
(DELL’ALBANI, 2008).

La différenciation cellulaire entraine la perte du marqueur nestine. Mais cela
provoque également I'augmentation de I'expression de neurofilaments dans les neurones,
ou encore de GFAP (glial fibrillary acidic protein) dans les précurseurs de cellules gliales
(MESSAM, HOU et MAJO, 2000).

Dans de nombreux cancers, I'expression de la nestine est associée a la mobilité et
aux capacités invasives des cellules (STROJNIK, ROSLAND, SAKARIASSEN et al., 2007).
Sa localisation de la nestine au niveau du noyau des cellules tumorales provenant de
glioblastomes suggére une implication de cette protéine dans I'organisation de la chromatine
lors des divisions des cellules souches ou dans la régulation de I'expression de génes
(VESELSKA, KUGLIK, CEJPEK et al., 2006). Une grande proportion de CSCs des GBMs
exprime la nestine (PATRU, ROMAO, VARLET et al., 2010). Cependant, ce marqueur n’est
pas assez spécifique pour permettre son utilisation comme marqueur unique d'identification
des CSCGs.

> L1CAM

L1CAM est une glycoprotéine de surface qui intervient dans la régulation de la
croissance des cellules neurales au cours du développement du systéme nerveux central, et
aussi dans leur migration et la survie des cellules neurales (KIEFEL, BONDONG, HAZIN et
al., 2012).

L1CAM est souvent surexprimée dans les CSCGs exprimant CD133 (ARLT, NOVAK-
HOFER, GAST et al., 2006). Une étude (BAO, WU, LI et al., 2008) a révélé que linhibition
de L1CAM réduit la durée de vie des cellules CD133". L1CAM serait un intermédiaire entre
les différents types de cellules cancéreuses. Des recherches plus poussées permettraient de

légitimer l'utilisation de L1CAM comme marqueur d’identification de CSCGs.
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> SOX2

SOX2 est un facteur de transcription des cellules souches et des progéniteurs
neuronaux (GRAHAM, KHUDYAKOQV, ELLIS et al., 2003). La surexpression de SOX2 dans
les CSCGs joue un role important dans la prolifération. Sox2 maintient le caractére souche
de ces cellules en inhibant leur différenciation cellulaire (GRAHAM, KHUDYAKOV, ELLIS et
al., 2003). Selon une étude récente (GANGEMI, GRIFFERO, MARUBBI et al., 2009) réalisée
in vivo, son inhibition entraine la maturation des CSCGs et la perte de capacité tumorigéne.

Cependant lorsque nous induisons SOX2 dans une cellule ne I'exprimant pas, il agit
uniquement sur le caractére invasif et migratoire de celle-ci. Donc, SOX2 intervient bien dans
I'aspect indifférencié dans les CSCGs mais leurs propriétés ne dépendent pas seulement de
ce facteur (ALISON, LIM et NICHOLSON, 2011). La présence de SOX2 dans plusieurs
types de cellules de la tumeur ne permet pas d'utiliser exclusivement ce marqueur pour
identifier les cellules souches du glioblastome (PHI, PARK, KIM et al., 2008).

> CD15 ou lexis X ou ssea1l

Le CD15 est un antigéne glucidique fortement exprimé a la surface de cellules
souches pluripotentes (Capela et Temple 2002). |l est aussi appelé Lexis (antigéne Lewis X),
ou encore SSEA1 (Stage-Specific Embryonic Antigen 1). Le CD15 a été proposé pour
l'identification des CSCGs (SON, WOOLARD, NAM et al., 2009). En effet, ce marqueur est
intensément exprimé dans beaucoup de cellules souches pluripotentes (CAPELA et
TEMPLE, 2002) et son expression diminue significativement avec le stade de différentiation
cellulaire. De plus, les CSCGs CD15" sont fortement clonogéniques (auto-renouvellement et
différenciation en plusieurs types cellulaires) et hautement tumorigénes in vitro. Ces cellules
CD15%, contrairement aux cellules CD15", sont capables de former des tumeurs secondaires
aprés passages in vivo et peuvent recréer une tumeur entiére, en générant des cellules
CD15 et CD15" a travers des divisions asymétriques (SON, WOOLARD, NAM et al., 2009).

» CXCR4

De nombreux processus biologiques, comme la mobilité des cellules souches, la
différenciation, I'angiogénése, I'apoptose ou l'attraction des lymphocytes, sont régulés par
une voie de signalisation impliquant le récepteur membranaire CXCR4. La molécule CXCR4

et son unique ligand connu, la CXCL12 (ou SDF-1 pour Stromal-Derived Factor-1) sont
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exprimés aussi bien dans les cellules neuronales que dans les cellules gliales. lls
interviennent dans la neurogénése et la connectivité (ZHENG, SHEN, YANG et al., 2007).

Le CXCR4 est surexprimé dans les CSCGs (EHTESHAM, MAPARA, STEVENSON
et al., 2009). 1l est impliqué dans l'invasion, la néovascularisation (EHTESHAM, MAPARA,
STEVENSON et al., 2009) et la quiescence des CSCGs (KHAN, BRANDIMARTI, MUSSER
et al., 2003).

> CD44

Le récepteur CD44 intervient, quant a lui, dans plusieurs fonctions immunitaires.
C’est un marqueur important de cellules souches normales et cancéreuses (CHAN,
ESPINOSA, CHAO et al., 2009). Cest une molécule d’adhésion intervenant dans les
mécanismes d’invasion tumorale et de métastases (RANUNCOLO, LADEDA,
SPECTERMAN et al., 2002). Le CD44 favoriserait la migration de cellules tumorales dans
certains cancers.

La surexpression de CD44 dans les glioblastomes, permet a la tumeur de résister
aux espéces réactives d’'oxygéne (EROs) et a la chimiothérapie (XU, STAMENKOVIC et YU,
2010). Cette surexpression augmente davantage avec le stade tumoral (WEI, HUANG,
CHEN et al., 2010).

> A2B5

L’épitope de surface A2B5 est exprimé dans les précurseurs neuronaux (COLIN,
BAEZA, TONG et al., 2006). Les cellules cancéreuses du glioblastome exprimant A2B5
possedent des caractéristiques tumorigénes (OGDEN, WAZIRI, LOCHHEAD et al., 2008).

Apres transplantation, les cellules cancéreuses exprimant A2B5 forment des tumeurs,
contrairement aux cellules cancéreuses A2B5'. Les caractéristiques souches de ces cellules
A2B5" ne dépendent pas de I'expression de CD133. Elles sont capables de s’auto-
renouveler, de migrer et de se différencier en cellules gliales (TCHOGHANDJIAN, BAEZA,
COLIN et al.,, 2010). A2B5 est indispensable a la cellule cancéreuse pour conserver son
potentiel tumorigéne. Malheureusement, le rapport CD133*/ A2B5" n’est pas constant entre

les différents patients atteints de GBMs.
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La majorité des CSCGs identifiées expriment un mélange de marqueurs (SCHMALZ,
SHEN et PARK, 2011). Le tableau Il présente chronologiquement les principaux marqueurs
utilisés actuellement dans l'identification des CSCGs. Cependant, aucun de ces marqueurs
n’est spécifique ni exclusif aux CSCGs (PATRU, ROMAO, VARLET et al., 2010). Cette limite

actuelle révéle une caractérisation incompléte des cellules souches cancéreuses.

Tableau Il : Marqueurs moléculaires utilisés dans I'étude des CSCGs d’aprés SUNDAR,
HSIEH, MANJILA et al., 2014.
Margueurs Auteurs
CD133 (Prominin 1) SINGH, CLARKE, TERASAKI et al., 2003
A2B5 OGDEN, WAZIRI, LOCHHEAD et al., 2008
L1CAM BAO, WU, McLENDON et al., 2008
SOX 2 GANGEMI, GRIFFERO, MARUBBI et al., 2009
CXCR4 EHTESHAM, MAPARA, STEVENSON et al., 2009
CD15 (SSEA-1, Lewis X) SON, WOOLARD, NAM et al., 2009
CD44 ANIDO, SAEZ-BORDERIAS, GONZALEZ-JUNCA et al., 2010
CD36 HALE, OTVOS, SINYUK et al., 2014
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[1.5. Limites du concept des cellules souches cancéreuses

Bien que I'hypothése des CSCGs soit trés attractive, I'étude des CSCGs pose de
nombreux problémes générant ainsi des résultats contradictoires. Parmi les limites, de ce
concept nous notons : la spécificité des marqueurs, 'hétérogénéité de la tumeur, les

procédures et le modele expérimental.

» Marqueurs d’identification

Une limite majeure dans le domaine de linvestigation des CSCGs est I'utilisation de
certains marqueurs dont la spécificité reste critiquée. Cela pose des problémes dans la
définition et la caractérisation des cellules souches cancéreuses. Actuellement, puisque
aucun marqueur n’est exclusif aux CSCGs, nous utilisons une combinaison de marqueurs
pour isoler ces cellules (HADNAGY, GABOURY, BEAULIEU et al., 2006). Cependant,
certains résultats divergent. Ces marqueurs ne semblent donc finalement pas étre
spécifiques aux cellules souches. En effet, des cellules non souches semblent exprimer la
plupart des marqueurs disponibles ce qui explique les résultats contradictoires de certains
laboratoires. De plus, pour la majorité des marqueurs utilisés, leur fonction reste inconnue.
Prenons I'exemple du marqueur de surface CD133 dont la fonction reste inconnue et son
utilisation controversée. Enfin, I'expression de marqueurs pourrait dépendre du
comportement des CSCGs a un moment donné (CHEN, McKAY et PARADA, 2012). Il est

donc urgent de trouver des marqueurs souches.

> Hétérogénéité de la tumeur

La controverse vient aussi du fait que la tumorigénicité ne serait pas due a un seul
contingent de cellules au sein de la tumeur (PRESTEGARDEN, SVENDSEN, WANG et al.,
2010). Nous savons que les GBMs sont trés hétérogenes avec probablement différents
geénotypes et phénotypes. Les cellules souches cancéreuses ont la capacité de changer
continuellement leur phénotype pour augmenter leur chance de survie. Cela laisse les
scientifiques sceptiques quant a I'idée qu’il n’y ait une seule population au sein de la tumeur,

a savoir : les cellules souches cancéreuses.
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» Modeéle et procédures expérimentales

Les procédures expérimentales changent évidemment d’'un laboratoire a l'autre, cela
génere ainsi des résultats contradictoires. Les méthodes d’isolation des CSCGs ainsi que
celles de leur culture sont également différentes d’'une expérimentation a l'autre. Nous
pouvons noter par, ailleurs, des différences dans le tri des populations des CSCGs.

Du point de vue du modele, la xénotransplantation chez la souris immunodéprimée est la
méthode de référence pour attester de la présence de CSCs dans les glioblastomes
humains (CLARKE, DICK, DIRKS et al., 2006). Ainsi, les cellules humaines doivent s’adapter
a de nouveaux macro et micro environnements au sein de la souris trés éloignés de ceux de
'homme. La réponse immunitaire chez la souris, differe également de la réponse
immunitaire humaine. Cette méthode permet d’attester le potentiel tumorigéne des CSCGs
sans pouvoir analyser le comportement de ces cellules dans leur environnement naturel
(PARK et RICHE, 2009).

Récemment, avec des techniques d’analyse génétique, une équipe de l'université du
Texas (CHEN, McKAY et PARADA, 2012) a réussi a suivre spécifiquement des cellules
souches tumorales « pures » dans leur environnement naturel chez la souris. Cette équipe
s’est servie de marqueurs moléculaires fluorescents pour suivre, de maniére aléatoire,
certaines cellules cancéreuses. Ainsi, toutes les cellules filles provenant de la cellule
initialement marquée ont la méme couleur. Les chercheurs ont donc observé qu’une sous
population cellulaire était responsable de la croissance tumorale aprés chimiothérapie faisant

ainsi référence aux cellules souches cancéreuses.

Le concept des cellules souches cancéreuses présente certaines limites notamment au
niveau de la définition, de la caractérisation, de la spécificité des marqueurs et du modéle
expérimental utilisé pour les identifier. La xénotranplantation permet d’affirmer, malgré tout,
la présence de CSCs dans les GBMs mais également de nous interpeller sur
'environnement tumoral de ce type de cellule. Une équipe américaine (SNEDDON et WERB,
2007) a proposé un concept de « microenvironnement tumoral » de cellules souches
cancéreuses dans le glioblastome semblable a celui, déja connu, des cellules souches
neurales normales. Ces cellules souches cancéreuses seraient alors localisées dans un
environnement cellulaire spécifique et vascularisé appelé « niche » favorisant leur maintien

et leurs caractéristiques.
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[1.6. Concept de niche des cellules souches cancéreuses dans
les GBMs

L'équipe américaine de Gilbertson (SNEDDON et WERB, 2007) a proposé un
concept de « microenvironnement tumoral » de cellules souches cancéreuses des
glioblastomes appelé « niche ». Cette niche est composée de plusieurs types de cellules
(myofibroblastes, cellules immunitaires, mésenchymateuses, cellules nerveuses, etc.). Ce
microenvironnement joue un réle crucial dans la régulation des cellules souches
cancéreuses (ALISON, LIM et NICHOLSON, 2011).

» Niche périvasculaire

En 2006, I'existence d'une relation entre les CSCGs et I'angiogénése a été révélée
pour la premiére fois. En effet, 'injection de CSCGs CD133" a des souris immunodéprimées
a déclenché la formation de tumeurs trés vascularisées. De plus, selon la méme étude, le
Bévacizumab (ou Avastin), un anticorps monoclonal qui se lie au VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), inhibe la migration des cellules endothéliales in vitro et I'initiation
tumorale in vivo (BAO, WU, SATHORNSUMETEE et al., 2006).

En se basant sur ces résultats, d’autres chercheurs (CALABRESE, POPPLETON,
KOCAK et al., 2007) ont par la suite défini le concept de « niche périvasculaire » dans les
tumeurs cérébrales. lls ont montré, dans un modéle de culture, que des cellules provenant
de plusieurs tumeurs cérébrales exprimant CD133 (CD133") et la nestine, se situent a
proximité des capillaires tumoraux CD34". De plus, ces cellules interagissent sélectivement
avec les cellules endothéliales (CE) (CALABRESE, POPPLETON, KOCAK et al., 2007).

Dans une expérience de xénogreffes, ces mémes chercheurs ont souligné que la
proportion de cellules en auto-renouvellement et la vitesse de croissance tumorale augmente
avec le nombre de cellules endothéliales (CALABRESE, POPPLETON, KOCAK et al., 2007).
Les CE semblent donc intervenir dans l'auto-renouvellement des cellules souches. Enfin,
I'auto-renouvellement de ces cellules et la croissance de la tumeur sont altérés par les anti-
angiogéniques (CALABRESE, POPPLETON, KOCAK et al., 2007).

La figure 9 illustre le fait que les néovaisseaux composés de CE, de péricytes et
d’éléments de la matrice extracellulaire (MEC), constituent les limites de la niche
périvasculaire. Néanmoins, il existe également, comme pour les niches de CSNs normales,

d'autres éléments cellulaires élaborant la niche des CSCGs, tels que des astrocytes, des
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cellules immunitaires (dont une bonne majorité de macrophages), des cellules microgliales,
des fibroblastes et des cellules tumorales non-souches (CHARLES et HOLLAND, 2010).
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Figure 9 : La niche périvasculaire des CSCGs d’aprés TURPIN, SHARIF, STOVEN et al., 2015.

» Niche hypoxique

La figure 10 montre la particularité histologique des GBMs: une large zone
nécrotique résultante de sa croissance plus forte que sa néovascularisation (LOUIS, 2006).
De petites zones nécrotiques et hypoxiques peuvent aussi entourer localement des
néovaisseaux non-fonctionnels (FILATOVA, ACKER et GARVALOV, 2013). Avec des
concentrations en oxygéne ne dépassant pas 2,5%, les GBMs sont majoritairement
hypoxiques. Cette hypoxie contribue grandement a la résistance aux traitements des GBMs
(FILATOVA, ACKER et GARVALQV, 2013).
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Figure 10 : Architecture histologique caractéristique des GBMs, illustration adaptée de LOUIS,
2006.

Au niveau moléculaire, la réponse a cette hypoxie entraine la formation du facteur de
transcription HIF (hypoxia-inducible factor) contrélant notamment la transcription de génes
régulant 'angiogénése (FILATOVA, ACKER et GARVALQOV, 2013). De plus, HIF1-a participe
a I'entretien du renouvellement autonome des CSCGs (FILATOVA, ACKER et GARVALOV,
2013). Cette participation se fait via ['activation des voies de signalisation PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase) /Akt ou PKB (protéine kinase B), et Erk (extra-cellular signal-
regulated kinase) (SOEDA, PARK, LEE et al., 2009).

En culture, le potentiel d’auto-renouvellement des CSCGs se réduit lorsque HIF-a est
inhibé (SOEDA, PARK, LEE et al., 2009). En 2009, une équipe (PARK et RICH, 2009) a
constaté une surexpression de la HIF2-a dans les CSCGs, par comparaison aux cellules
tumorales non-souches ou encore aux neuroprogéniteurs foetaux humains normaux, alors
gu’en hypoxie, HIF1-a est aussi bien surexprimé dans les CSNs que dans les CSCGs. Une
surexpression préférentielle de HIF2-a des CSCGs en milieu hypoxique a également été
confirmée en western blot (LI, BAO, WU et al., 2009). Ces résultats suggeérent le réle
important de HIF2-a dans les CSCGs en hypoxie.

De surcroit, des expériences d'immunofluorescence menées sur des prélévements
de glioblastomes humain in situ, ont attesté I'expression de HIF2-a dans les cellules souches
CD133". Enfin, les expériences d'inhibition de HIF, via I'utilisation de shRNA (short hairpin
RNA), ont montré une diminution de la formation de neurosphéres (LI, BAO, WU et al,,
2009).

Nous savons que les CSCGs entretiennent la tumeur via VEGF (vascular endothelial
growth factor) (BAO, WU, SATHORNSUMETEE et al., 2006). Or l'inhibition de HIF (et plus
précisement HIF1-a ou HIF2-a) diminue la production de VEGF par les CSCGs. HIF2-a
semble donc contribuer spécifiquement a la production de VEGF par les CSCGs. Ceci
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prouve que les niches hypoxiques et vasculaires seraient confondues en une seule et unique

niche commune : un environnement constitué de vaisseaux anormaux en milieu hypoxique.

En 2010, une étude transcriptomique (SEIDEL, GARVALOV, WIRTA et al., 2010) est
venue réaffirmer linfluence de HIF2-a et de I'hypoxie sur les CSCGs. Cette étude a
eégalement permis la découverte de génes surexprimés en conditions hypoxiques : le géne
MAMLS3 (appartenant a la voie NOTCH), le géne NFATc2 (appartenant a la voie des
calcineurines) et le géne ASPHDZ2 (SEIDEL, GARVALOV, WIRTA et al, 2010). La
surexpression de ces génes joue un rdle dans la régulation du phénotype des CSCGs. De
plus, Mao et son équipe en 2011 (MAO, YAN, XUE et al., 2011), ont révélé par des
expériences de RT-PCR, une surexpression du géne ZNF217 intervenant dans la

préservation des CSCGs, qui est elle-méme régulée par HIF1a et HIF2a.

Par conséquent, les CSCGs et leur microenvironnement interagiraient mutuellement

pour garantir le maintien des CSCGs et de leurs propriétés.

> Interactions mutuelles entre CSCGs et niche

Les cellules endothéliales

Bao et ses collaborateurs (BAO, WU, SATHORNSUMETEE et al., 2006) ont constaté
que les CSCGs recrutent les cellules endothéliales pour la néoangiogénése. Dans un autre
article (FOLKINS, SHAKED, MAN et al., 2009), nous pouvons lire que les CSCGs mobilisent

également des progéniteurs endothéliaux via le facteur de croissance endothélial VEGF

(vascular endothelial growth factor) et SDF1 (stromal-derived factor 1). De plus, il a été
rapporté que les CSCGs ont la faculté de se différencier directement en cellules
endothéliales (RICCI-VITIANI, PALLINI, BIFFONI et al., 2010). Ainsi, des mutations telles
que l'amplification '’ EGFR ou du chromosome 7, caractérisant les cellules des GBMs, sont
retrouvées dans les cellules endothéliales des néovaisseaux (WANG, CHADALAVADA,
WILSHIRE et al., 2010). Un bon nombre de ces cellules endothéliales posséde un profil
d’altération génomique identique a celui des cellules des GBMs (RICCI-VITIANI, PALLINI,
BIFFONI et al., 2010). Enfin, des expériences de transduction sur ces cellules endothéliales
provenant des CSCGs soulignent leur implication dans la croissance tumorale (RICCI-
VITIANI, PALLINI, BIFFONI et al., 2010).

Les péricytes
Des travaux (CHENG, HUANG, ZHOU et al., 2013) mettent en avant une similitude

dans les altérations génétiques des péricytes et des cellules des GBMs (perte de PTEN,
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amplification d’EGFR). Avec des études complémentaires, cette équipe a pu montrer que les
péricytes dérivaient des CSCGs. Cette méme équipe, par des experiences de transfection
de géne, a prouvé la forte implication des péricytes issue des CSCGs dans la croissance
tumorale via la vascularisation. Ces chercheurs se sont également penchés sur le
recrutement des cellules endothéliales par les CSCGs (CHENG, HUANG, ZHOU et al.,
2013). Rappelons que la protéine SDF1 est eélaborée par les cellules endothéliales et que la
protéine CXCR4 est exprimée par les CSCGs. L'inhibition particuliére de I'une ou l'autre de
ces protéines a trés nettement diminué I'assimilation des CSCGs dans les complexes
endothéliaux. lls en ont alors déduit que 'axe SDF1/CXCR4 permet le recrutement des
cellules endothéliales par les CSCGs. La figure 11 illustre ce remaniement du

microenvironnement entourant les CSCGs, participant ainsi a la croissance tumorale.
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Figure 11 : Schéma illustrant le remaniement du microenvironnement d’aprés TURPIN,
SHARIF, STOVEN et al., 2015.
1 : sécrétion de SDF1 par les cellules endothéliales et liaison de SDF1 a son récepteur CXCR4 exprimé a

la surface des cellules souches du glioblastome

2 : différenciation des cellules souches du glioblastome en péricytes
P : péricytes

P-CSG : péricyte issu des cellules souches du glioblastome

CSG : cellules souches du glioblastome

CE : cellules endothéliales

CT : cellules tumorales

SDF1 : stromal-derived factor 1

CXCR4 : chemokine receptor 4
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Les protéines de la matrice extra cellulaire

De nombreuses molécules d'adhésion de la famille des intégrines et des laminines
ont une fonction dans l'invasion tumorale des glioblastomes. Ainsi, des chercheurs (LATHIA,
GALLAGHER, HEDDLESTON et al.,, 2010) ont mis en évidence la forte implication de
l'intégrine a-6 dans linvasion tumorale. lls ont également relevé la participation de la
laminine a-2 dans la croissance tumorale (LATHIA, LI, GALLAGHER et al., 2012). Par
ailleurs, une autre étude (NAKADA, NAMBU, FURUYAMA et al., 2013) a souligné
l'importance de l'intégrine a-3 (récepteur de la fibronectine et de la laminine) dans le
caractére invasif des CSCGs. Dans cette derniére étude, l'intégrine a-3 est retrouvée
surexprimée dans les CSCGs et localisée dans des cellules tumorales invasives mais aussi
dans des cellules proches des vaisseaux. De plus, cette méme étude a montré que le
pouvoir migratoire des cellules invasives se réduit lors de l'inhibition de l'intégrine a-3.

Par analyse bioinformatique, des chercheurs (LATHIA, LI, SINYUK et al., 2014) ont
caractérisé une nouvelle molécule participant a I'entretien des CSCGs, la JAM-A (junctional
adhesion molecule a). |l existerait ainsi une relation entre le taux de JAM-A et la capacité
d’auto-renouvellement. Par ailleurs, la neutralisation de JAM-A, par un anticorps, diminue
'auto-renouvellement des CSCGs. En revanche, cela n'entraine aucune baisse de I'auto-
renouvellement dans les cellules souches neurales normales (LATHIA, LI, SINYUK et al,,
2014).

La voie Notch

Fan et ses collaborateurs (FAN, KHAKI, ZHU et al., 2010) ont démontré que le
blocage de la voie Notch affaiblissait le développement tumoral chez la souris
xénotransplantée. Zhu et son équipe (ZHU, COSTELLO, TALSMA et al., 2011) ont étudié

l'auto-renouvellement des CSCGs par les cellules endothéliales a l'aide d’expériences

basées sur I'inhibition d’expression de géne. lls se sont apergus que cet auto-renouvellement

se faisait via les molécules appartenant a la voie Notch (Jagged1, Delta-like 4).

Les cytokines

Les cytokines produites par les cellules de la niche sont impliquées dans I'entretien
des CSCGs et/ou dans la propagation tumorale (FILATOVA, ACKER et GARVALOV, 2013).
Une étude (INFANGER, CHO, LOPEZ et al., 2013) a récemment décrit le comportement de
I'interleukine (IL8) produite par les cellules endothéliales de la niche. In vitro, IL8 favorise le
développement et la migration des CSCGs. In vivo, cette équipe a relevé une action d’IL8
sur la tumorigénicité. Enfin ces auteurs ont également constaté que les cellules endothéliales

induisaient une hausse de I'expression des récepteurs a I'lL8, CXCR1 et CXCR2 dans les
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CSCGs. Ces résultats potentialisent le réle d’'IL8 dans I'entretien et la croissance des
CSCGs.

La niche serait donc un lieu d'interactions mutuelles entre les CSCGs et leur
microenvironnement (figure 12) préservant ainsi les propriétés des CSCGs et la propagation
de la tumeur. Cette niche les préserverait également « des agressions extérieures »
(CHOMIENNE, 2014). Ce « petit nid douillet » (CHOMIENNE, 2014) viendrait alors renforcer
la résistance des CSCs aux thérapies actuelles. En effet les CSCs, de par leurs

caractéristiques intrinséques, résistent aux traitements actuels.
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Figure 12 : Interactions mutuelles entre les CSCGs et leur microenvironnement d’aprés
TURPIN, SHARIF, STOVEN et al., 2015.
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[l. 7. Concept des CSCGs et résistance aux traitements

Les CSCGs sont-elles a l'origine des échecs thérapeutiques ?

Les cellules souches cancéreuses semblent étre a la base des résistances
thérapeutiques et de la récidive (BAO, WU, McLENDON et al., 2006 ; CHEN, YANJIAO,
TZONG-SHIUE et al., 2012). Cette résistance est due en partie a des molécules exprimées a
la surface de ces cellules notamment les transporteurs responsables de l'efflux des
médicaments. Une des caractéristiques des cellules souches est leur capacité d’entrer en
quiescence. Lors des études ex vivo, les cellules souches cancéreuses de glioblastomes
proliferent mais cela peut étre di aux conditions de culture utilisées. Les CSCs seraient
quiescentes par comparaison aux cellules différenciées de la tumeur. La capacité des
CSCGs a étre résistantes aux traitements actuels renforce d'autant plus cette hypothése.
Les cellules en division sont les seules a étre ciblées par les traitements standards. Le
phénotype quiescent de ces cellules, a qui I'on pourrait attribuer cette résistance (parmi
d’autres facteurs), leur permettrait d’éviter les dommages causés a I’ADN suite au traitement
et de pouvoir y survivre. Les études attestant la quiescence des CSCGs de glioblastome
sont peu nombreuses, bien qu’elles puissent expliquer en partie la résistance des CSCs aux
traitements (SCOPELLITI, CAMMARERI, CATALANO et al., 2009).

> Radiorésistance

La radiothérapie est une approche thérapeutique qui utilise les radiations ionisantes
pour provoquer des lésions au niveau de 'ADN des cellules cancéreuses et arréter la
croissance des cellules qui ne se multiplient plus. De ce fait, les cellules meurent. Le
traitement des GBMs par irradiation apparait actuellement comme étant le plus efficace des
traitements non chirurgicaux. Les mécanismes de réponse aux radiations ionisantes ont été
étudiés via des xénogreffes de cellules issues de tumeurs de patients, d’'un c6té des tumeurs
enrichies et de l'autre des tumeurs non enrichies dans le but de les comparer (BAO, WU,
McLENDON et al., 2006). Selon cette étude, la population de cellules enrichies en CSCGs
augmente aprés une irradiation. Une meilleure capacité de survie de ces populations de
cellules CSCGs irradiées a également été démontrée, en comparaison avec celles des
cellules non-CSCGs (BAO, WU, McLENDON et al., 2006). De plus, ils ont remarqué que les
tumeurs les plus résistantes a la radiothérapie étaient composées d’'un nombre plus
important de cellules CD133".
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La radiorésistance serait due a une activation importante des points de contrdle du
cycle cellulaire (mécanismes qui arrétent la progression du cycle de la cellule en cas de
détection de 'ADN endommagé), et & une augmentation de l'efficacité des mécanismes de
réparation de I’ADN. Ainsi, aprés irradiation, il semblerait que les cellules CD133" activent de
maniere préférentielle leurs mécanismes de points de contréle du cycle cellulaire. Il a été
montré aussi que ces cellules CD133" luttent de maniére plus efficace contre la présence
d’ADN endommageé suite a l'irradiation, beaucoup mieux que les cellules CD133" (BAO, WU,
McLENDON et al., 2006).

Chk1, Chk2 et ATM

Les études réalisées sur les GBMs ont montré que les CSCs (isolées par le marqueur

CD133) résistent a l'irradiation grace aux protéines régulatrices des points de contréles du
cycle cellulaire a savoir Chk1, Chk2 (Checkpoint kinases 1 et 2) et ATM (Ataxia
Telangiectasia Muted) (BAO, WU, McLENDON et al., 2006 ; HAMBARDZUMYAN, BECHER,
ROSENBLUM et al., 2008). Aprés une irradiation, il semble que les protéines kinases ATM,
Chk1 et Chk2 sont activées dans les cellules CD133" (BAO, WU, McLENDON et al., 2006).
De plus, le caractére radiorésistant des cellules CD133" est neutralisé, en inhibant
spécifiquement les protéines kinases Chk1 et Chk2. Ces protéines semblent donc détenir un
role majeur dans la résistance au traitement des CSCs CD133" (BAO, WU, McLENDON et
al., 2006). Les protéines kinases comme I'ATM, la Chk1 et la Chk2 ne sont pas les seules a
étre impliquées dans la résistance a l'irradiation des CSCGs. D'autres acteurs semblent avoir

un rbéle dans ce processus de résistance.

Les voies de signalisation

Il a été révélé que la voie de Wnt / Bcaténine joue un role dans la radiorésistance des
CSCGs (KIM, KIM, LEE et al., 2012). Les Wnt (famille de glycoprotéines) et la B-caténine
(protéine impliquée dans I'adhésion cellulaire, la signalisation cellulaire et la transcription de
protéines) ont des rdles précisément définis dans le développement des cellules souches
normales, ainsi que dans le cas de cellules souches cancéreuses (KIM, KIM, LEE et al.,
2012). Elles sont donc potentiellement impliquées dans la radiorésistance des CSCGs. La
résistance des CSCGs aux dommages de 'ADN peut également étre permise par d'autres
voies de signalisation des cellules souches.

La voie de signalisation Notch semble également étre impliquée dans la
radiorésistance de nombreuses tumeurs notamment les tumeurs mammaires. Dans ce
contexte, Phillips et ses collaborateurs (PHILIPS, KHARBANDA, CHEN et al., 2006) ont

montré l'activation de la voie Notch dans des mammosphéres, aprés lirradiation des
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cellules. De plus, les CSCs CD133" seraient plus sensibles au traitement par le
témozolomide, suite a l'inhibition des voies de signalisation Shh et Notch dans le
glioblastomes.

Enfin, les voies de signalisation Shh et Gli (WANG, PAN, CHE et al., 2010), le géne
PTEN (JIANG, PORE, CERNIGLIA et al., 2007) et le géne EGFR (CHAKRAVARTI, DICKER
et MEHTA, 2004) semblent tenir un réle important dans la radiorésistance des CSCGs des
glioblastomes. Etant donné la résistance des CSCGs aux contraintes endommageant 'ADN
par irradiation, cela suggére que les CSCGs pourraient également résister a d’autres genres

de traitements, telle la chimiothérapie.

> Chimiorésistance

La chimiothérapie est souvent utilisée comme traitement adjuvant a la radiothérapie.
Le TMZ est 'agent alkylant le plus souvent utilisé (STUPP, MASON, VAN DEN BENT et al.,
2005). Il provoque la méthylation de la guanine en position O6 sur I'ADN. Mais une
population de cellules (les CSCGs) résiste au traitement par le TMZ (CHEN, YANJIAO,
TZONG-SHIUE et al., 2012). Ces cellules sont aussi résistantes a d’autres types de
molécules utilisées en chimiothérapie notamment le carboplatine, le paclitaxel et I'étoposide
(LIU, YUAN, ZENG et al., 2006). Difféerents mécanismes ont été avancés pour expliquer

cette résistance.

Les transporteurs ABC

Un autre mécanisme qui joue un réle clé dans la résistance de ces cellules a la
chimiothérapie est la résistance a de multiples médicaments, appelée « Multidrug resistance
» (MDR). Il faut tout d'abord savoir que les cellules souches normales et les CSCGs
expriment de nombreuses pompes a efflux, a savoir les systémes de transport utilisant
I'énergie de I'hydrolyse de P'ATP pour l'import ou l'export unidirectionnel d’une variété
considérable de substrats (des ions aux macromolécules), comme c'est le cas pour la famille
des transporteurs ABC. Ces transporteurs se trouvent au niveau de la membrane et
contribuent a l'efflux de composés lipophiles variés dont les drogues de chimiothérapie
(KARTNER, RIORDAN et LING, 1983). Cette famille inclut aussi la protéine BCRP (pour
Breast Cancer Resistance Protein aussi nommée ABCG2) (ZHOU, SCHUETZ, BUNTING et
al., 2001).

Il a été démontré que les CSCGs expriment un taux élevé de ces protéines
(notamment ABCG2 et ABCA3). En effet, les CSCGs disposent de transporteurs qui
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éliminent activement le colorant Hoechst 33342 de leur milieu intracellulaire (HIRSCHMANN-
JAX, FOSTER, WULF et al., 2004). Cette propriété d'élimination du Hoechst, permet aux
CSCGs de se protéger contre des agents cytotoxiques. Cette capacité d’élimination a été
mise en évidence dans des cellules souches hématopoiétiques (GOODELL, BROSE,
PARADIS et al., 1996), ce qui a mené a I'emploi du terme « side population » ou « cellules
SP ». Ce terme fait référence au fait que la « side population » est différente de la population
principale a travers I'analyse des cellules par cytométrie en flux. Des « side population » ont
été isolées a partir de tissus d'origine variée (sein, cerveau, coeur, poumon, pancréas,
testicules, foie, ou encore peau). Ces cellules apparaissent comme étant des cellules
souches correspondant a un lignage particulier (ZHOU, SCHUETZ, BUNTING et al., 2001).
Les cellules SP leucémiques possédent une énorme capacité de relargage d'agents chimio-
thérapeutiques dans le milieu extracellulaire. Et cette augmentation de la capacité d’efflux,
permise grace a un fort taux de transporteurs membranaires, contribue a la résistance des
CSCGs aux agents chimio-thérapeutiques (WULF, WANG, KUEHNLE et al., 2001).

Par ailleurs, la sensibilité des CSCGs issue de GBMs aux traitements
chimiothérapeutiques a été étudiée par I'équipe de Liu (LIU, YUAN, ZENG et al., 2006). lls
ont mis en évidence que le niveau d’expression des génes associés a la chimiorésistance
(comme BCRP1 et MGMT) est supérieur dans les cellules CD133", par rapport a celui des
cellules CD133". Les cellules CD133" possédent également une plus grande résistance aux
chimiothérapies multiples que les cellules CD133 (LIU, YUAN, ZENG et al., 2006).

Les transporteurs BCRP et ABC sont par conséquent mis en cause, de maniére

spécifique, dans I'élimination des agents chimiothérapeutiques dans le milieu extracellulaire.

ALDH1

En plus de montrer des capacités d'élimination des traitements chimiothérapeutiques

efficaces, les CSCGs possédent également des médiateurs moléculaires du métabolisme,
tel que I'aldéhyde déshydrogénase 1 (ou ALDH1). Il se trouve que cette enzyme est connue
pour provoquer une résistance au cyclophosphamide dans les cellules souches normales
(MAGNI, SHAMMAH, SCHIRO et al.,, 1996). L’activit¢ de 'ALDH1 parait potentialisée au
sein des CSCs leucémiques, ou elle aurait une fonction dans la résistance aux agents
alkylants (PEARCE, TAUSSIQ, SIMPSON et al., 2005). Concernant le cancer du sein, il a
été rapporté que l'expression de I'ALDH1 dans les CSCs est associée a un mauvais
pronostic (GINESTIER, HUR, CHARAFE-JAUFFRET et al., 2007). On peut donc en conclure
que la survie des patients est directement impactée par les processus qui favorisent la
résistance des CSCs a la chimiothérapie. Certaines études se sont intéressées a

I'expression de 'ALDH1 dans les glioblastomes. En particulier, I'une d'entre elles, a montré
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que des cellules issues de GBMs, exprimant I'enzyme polymorphe ALDH1, avaient des
caractéristiques similaires aux CSCGs (RASPER, SCHAFER, PIONTEK et al., 2010). On
peut donc émettre I'hypothése selon laquelle les CSCGs expriment 'ALDH1, et que cette

expression est corrélée a la résistance aux traitements chimiothérapeutiques.

Les cellules souches cancéreuses semblent détenir un réle clé dans les mécanismes
de résistance a la chimiothérapie et radiothérapie. Les mécanismes exacts de ces cellules
ne sont pas connus mais une combinaison d’activation préférentielle des mécanismes de
réparation de 'ADN, d’activation de voies de signalisation (tels que Notch, Shh ou Gli), de
surexpression de transporteurs membranaires pourraient étre impliquée. Nous savons que
les cellules souches cancéreuses sont localisées dans un environnement cellulaire
spécifique et vascularisé appelé « niche » favorisant le maintien de leurs caractéristiques. Ce
microenvironnement constituerait également un autre facteur de résistance aux thérapies
actuelles. Récemment, Jamal et ses collaborateurs (JAMAL, RATH, TSANG et al., 2012) ont
démontré limportance du microenvironnement tumoral dans la résistance des cellules
souches a la radiothérapie. Ces chercheurs ont constaté que les CSCGs CD133" résistent
mieux aux radiations lorsqu’elles sont in vivo qu’in vitro.

Malgré [lassociation des deux approches thérapeutiques: radiothérapie et
chimiothérapie, les GBMs continuent a développer des résistances. Contrer cette résistance
thérapeutique des GBMs, et cibler les CSCs et leurs niches donneraient certainement de

nouveaux espoirs dans la lutte contre les GBMs.
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LES CELLULES SOUCHES
CANCEREUSES DES
GLIOBLASTOMES COMME CIBLES
THERAPEUTIQUES
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Les thérapies traditionnelles ne produisent que des effets palliatifs sur les GBMs,
vraisemblablement parce qu’elles ciblent des cellules proliférantes non cancerigénes. Au
contraire, les CSCGs sont la plupart considérées comme quiescentes et par conséquent
résistantes aux thérapies conventionnelles. Elles pourraient donc étre une réserve pour les
récidives potentielles. Malgré de récents progrés sur les mécanismes moléculaires impliqués
dans la fonction des CSCGs, nos connaissances sur le sujet restent au stade embryonnaire.
Dans ce chapitre, nous allons discuter des récentes avancées dans la définition des
mécanismes impliqués dans la progression tumorale des CSCGs et des stratégies
potentielles pour identifier des cibles thérapeutiques efficaces contre ce type de cellule.
Cibler les CSCs et leurs niches, comme illustré dans la figure 13, donneraient certainement

de nouveaux espoirs dans la lutte contre les GBMs.

Microenvironnement
tumoral

Thérapie ciblée

Traitement Standard .
EEEEE— —_) -)

Glioblastomes Récidive

Figure 13 : La thérapie ciblée : de nouveaux espoirs au pronostic des GBMs ? (schéma adapté
de PERSANO, RAMPAZZO, BASSO et al., 2013).
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[11.1. Cibler des molécules spécifiques de surface des CSCGs.

Les molécules de surface des CSCGs pourraient jouer un réle important dans leur
entretien et donc pourraient étre des cibles idéales dans la lutte contre ces cellules. De plus,
il ne serait pas nécessaire de traverser la membrane plasmique des CSCGs pour atteindre

ces cibles.

CD133

CD133 interviendrait dans la régulation de la voie de signalisation PI3k-Akt des

cellules souches cancéreuses des glioblastomes (WEI, JIANG, ZOU et al.,, 2013). Des
études cliniques ciblant CD133 avec des anticorps sont en cours actuellement. Cependant,
étant exprimé aussi dans de nombreuses cellules normales, CD133 comme cible aurait une

limitation. Il en est de méme, pour CD15, ou sa fonction dans les CSCGs reste inconnue.

L1CAM

L’'implication de L1CAM dans la survie et le maintien des CSCGs ainsi que sa forte
surexpression dans ces cellules par rapport aux cellules tumorales non souches et aux
cellules progénitrices neurales normales (BAO, WU, LI et al, 2008) en font une cible
exploitable. Selon l'étude réalisée par Bao et collaborateurs (BAO, WU, LI et al., 2008),
l'inhibition, via une shRNA, altére la croissance et la formation de neurosphéres des CSCGs
in vitro. Cette étude a montré que chez la souris xénotransplantée, l'inhibition de L1CAM
supprime le développement tumoral et augmente sa survie. De méme L1CAM semble
participer au maintien des CSCGs via Olig2 (BAO, WU, LI et al, 2008). Cibler
spécifiguement L1CAM des CSCGs pourrait donc contribuer a lutter contre leur résistance a

la chimio et radiothérapie.

Les transporteurs de surfaces

Les cellules souches cancéreuses des glioblastomes sont résistantes aux agents
chimiothérapeutique par une surexpression de transporteurs membranaires (HHRSCHMANN-
JAX, FOSTER, WULF et al., 2004). Le ciblage de ces transporteurs pourrait aussi diminuer
la résistance des CSCGs aux traitements actuels. L’axitinib bloque le transporteur ABCG2,
mais ne modifie pas I'expression dABCG2 (WANG, MI, CHEN et al., 2012). Son blocage
pourrait permettre d’augmenter la sensibilité des cellules souches cancéreuses des

glioblastomes a la chimiothérapie standard.
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[11.2. Inhiber des voies de signalisations spécifigues des CSCGs

L’identification de voies de signalisations spécifiques impliquées dans le maintien,
I'entretien et les fonctions des CSCGs permettrait également de cibler ces CSCGs en vue de
combattre la résistance thérapeutique actuelle (ZHOU, ZHANG, DAMELIN et al., 2009).

> Voie EGFR-PI3k-Akt

Il a été démontré in vitro que linhibition de la voie de signalisation de 'EGFR
(récepteur du facteur de croissance de I'épiderme) provoque un ralentissement de la
croissance des CSCGs et la formation de neurosphéres (GRIFFERO, DAGA, MARUBBI et
al., 2009). L'activation des domaines a activité tyrosine-kinase de ce récepteur entraine
I'activation de plusieurs voies intracellulaires dont la voie PI3K-Akt qui est fortement associée
aux propriétés des CSCGs (DREESEN et BRIVANLOU, 2007).

Une recherche (EYLER, FOO, LAFIURA et al.,, 2008) a mis en évidence une plus
grande dépendance des CSCGs par rapport aux cellules cancéreuses non souches a la
signalisation Akt. Selon cette étude réalisée in vitro, I'inhibition d’Akt via SH-6 ou LY294002
altére la formation des neurosphéres, provoque I'apoptose et diminue la migration ainsi que
I'invasion des CSCGs. Par ailleurs, cette inhibition d’Akt ralentit fortement l'initiation tumorale
intracranienne des CSCGs chez les souris transgéniques. Ces résultats ont été confirmés
notamment par Gallia et ses collaborateurs (GALLIA, TYLER, HANN et al., 2009). En effet, Il
a été rapporté que A-443654, un inhibiteur spécifique de Akt arréte la croissance des
CSCGs in vitro et in vivo (GALLIA, TYLER, HANN et al.,, 2009). Cependant, jusqu’a
aujourd’hui, les essais cliniques portant sur les inhibiteurs de 'EGFR ne sont pas concluant.
NVP-BKM120 a augmenté l'espérance de survie de souris xénotransplantée sans étre
cytotoxique (KOUL, FU, SHEN et al., 2012) et linhibiteur PX-866 n’a pas causé d’effet
secondaire (KOUL, SHEN, KIM et al., 2010). Peut-étre qu'une association avec des
inhibiteurs de PI3K tels que NVP-BKM 120 ou PX-866 donneraient de meilleurs résultats.

» Voie de signalisation Notch

Notch est un récepteur qui se trouve a la surface des cellules. Il est impliqué dans le
maintien des cellules souches neurales chez l'adulte et des cellules cancéreuses. Son

activation par des ligands spécifiques entraine une activation de I'expression des génes
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impliqués dans la prolifération, la différenciation et I'apoptose des cellules (HU, ZHENG,
CHENG et al.,, 2011).

Le signal Notch est anormalement surexprimé dans les CSCGs des glioblastomes.
Le blocage de ce signal réduit la formation de neurosphéres (FAN, KHAKI, ZHU et al., 2010),
inhibe la prolifération et conduit a 'apoptose des CSCGs (WANG, WANG, MENQ et al.,
2012). L’inhibition de la y-sécrétase, 'enzyme responsable du clivage de Notch, par une
sulfonamide (le GSI-18 ([11-endo]-N-(5, 6,7, 8, 9, 10- hexahydro-6,9-methanobenzo[9][8]
annulen-11-yl)-thiophene-2 sulfonamide)), diminue le nombre de CSCGs et augmente la
survie des souris xénotransplantées (FAN, KHAKI, ZHU et al., 2010). La signalisation Notch
est également impliquée dans la radiorésistance des CSCGs (WANG, WANG, MENQ et al.,
2012). Son ciblage permettrait alors d’agir aussi bien sur le maintien des CSCGs que sur
leur radiorésistance. Par ailleurs, DLL4 (Notch Ligand Delta-Like 4), un des ligands de
Notch, intervient également dans la régulation de la croissance tumorale (SUN, XIA, LAL et
al., 2009). Les anticorps anti-DLL4 ont montré une efficacité sur les CSCGs (HOEY, YEN,
AXELROD et al., 2009). Malheureusement a long terme, ces anti-DLL4 pourraient induire
des néoplasies (YAN, CALLAHAN, BEYER et al., 2010). D’autres essais cliniques sur
l'inhibition de la y-secrétase sont en cours afin de pouvoir cibler spécifiquement les CSCGs
via le blocage de la signalisation Notch (SUNDAR, HSIEH, MANJILA et al., 2014).

» Voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh)

La voie de signalisation Hedgehog est impliquée dans la régulation des cellules
souches. Lorsque cette voie est anormalement activée, elle devient un facteur de
tumorigénicité et confére une résistance a la radiothérapie ou a la chimiothérapie (HANG,
ZHUAN-SUN, ZHUANG et al., 2012).

Des dysfonctionnements de la voie de signalisation Sonic Hedgehog ont été
rapportés dans les gliomes (SHAHI, LORENTE et CASTRESANA, 2008). Comme nous
'avons vu précédemment, les chercheurs s’accordent a dire que ce signal Shh régule I'auto-
renouvellement et le potentiel tumorigéne des CSCGs (CLEMENT, SANCHEZ, DE
TRIBOLET et al., 2007).

L’inhibition du signal Shh par le cyclopamine dans les CSCGs semble entrainer la
perte de la capacité d’auto-renouvellement et de prolifération (RUDIN, HANN, LATERRA et
al., 2009). Cette inhibition provoque également I'apoptose des CSCGs. Selon la méme
étude, cette inhibition potentialise I'action du TMZ sur les CSCGs (RUDIN, HANN, LATERRA
et al., 2009). In vivo, Rudin et ses collaborateurs (RUDIN, HANN, LATERRA et al., 2009) ont

mis en évidence un arrét de la croissance tumorale des CSCGs suite a l'inhibition du signal
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Sonic Hedgehog. De plus, ils ont relevé que ces cellules perdent la capacité de propagation
tumorale in vivo. Une autre étude (LARSSON, 2011) a révélé une action de Shh sur la
motilité et I'invasion des CSCGs, ce qui participerait a la croissance tumorale. De plus, son
inhibition diminue le pouvoir migratoire des cellules CD133" (UCHIDA, ARITA, YUNOUE et
al., 2011). Par ailleurs la cyclopamine, sensibilise les CSCGs aux irradiations. D’'une maniére
générale, ces études montrent clairement que le signal Shh joue un réle clé dans le maintien
des CSCGs. Cibler cette voie par des inhibiteurs peut arréter la croissance des CSCGs et
augmenter [l'efficacité des traitements actuels contre les GBMs. Il faudrait néanmoins
prendre en compte les effets néfastes de tels inhibiteurs sur les CSNs. Ainsi, des études
cliniques sur l'inhibiteur GDC-0449 de la voie Shh révéle une bonne tolérance et donne
beaucoup d’espoirs (VON HOFF, LORUSSO, RUDIN et al., 2009).

» Voie de signalisation STAT3

Le facteur de transcription STAT3 (Transducteurs du Signal et Activateurs de
Transcription 3) est anormalement surexprimé dans les tumeurs (CARRO, LIM, ALVAREZ et
al., 2010). Le role du signal STAT3 dans la biologie des GBMs, le maintien et la
tumorigénicité des CSCGs fait de moins en moins de doutes (CARRO, LIM, ALVAREZ et al.,
2010). La voie de signalisation STAT3 devient oncogéne lors d'une constante
phosporylation de sa tyrosine 705 (CAO, LATHIA, EYLER et al., 2010).

Auparavent il a été montré que linhibition de STAT3 dans les CSCGs altére la
prolifération et le maintien des CSCGs (WANG, LATHIA, WU et al., 2009). En outre, dans les
CSCGs, STAT3 est phosphorylé au niveau de la tyrosine 705 et de la sérine 727. Mais
encore, I'induction de la différenciation des CSCGs diminue considérablement I'activation de
STAT3 (WANG, LATHIA, WU et al., 2009). Yang et ses collaborateurs (YANG, CHANG,
HUANG et al., 2012) ont démontré que linhibition du facteur STAT3 par des ShRNA ou
I'exposition au resvertrol se traduit par [linhibition du phénotype souche et de la
radiorésistance des cellules de glioblastomes CD133". Ces mémes auteurs ont rapporté
aussi que linhibition de STAT3 chez I'animal, augmenterait la sensibilit¢ des cellules
souches de glioblastomes a la radiothérapie.

L’interleukin-6 (IL6), I'erythropoietin et Notch sont des signaux en amont de la voie de
signalisation de STAT3. Leur inhibition dans les CSCGs inhibe le signal STAT3, la
croissance et l'auto-renouvellement de ces cellules (WEI, BARR, KONG, et al., 2010). En
outre, STAT3 intervient dans la régulation de la réponse immunitaire des CSCGs (JIANG,
GUO, LIANG et al., 2005). Vue sa forte implication dans la biologie des cellules cancéreuses

en générale, plusieurs inhibiteurs de STAT3 font I'objet d’essais cliniques. Cependant,
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STAT3 participe aussi activement au maintien, a la réponse immunitaire et bien d’autres
fonctions dans les CSNs. Cibler les CSCGs par STAT3 risquerait alors de toucher également
les CSNs. De ce fait, cibler spécifiquement les CSCGs par STAT3 semble donc peu

réalisable.

» Signalisation Wnt/B-caténine

La voie Wnt/B-caténie semble étre impliquée dans plusieurs étapes de 'oncogenése.
Ainsi, le signal Wnt/B-caténine joue un rble important dans les CSCs (ADACHI, MIRZADEH,
SAKAGUCHI et al, 2007). Wnt régule le développement, la prolifération et l'auto-
renouvellement des CSNs (KALANI, CHESHIER, CORD et al., 2008). Une recherche de
2007 (WOODWARD, CHEN, BEHBOD et al., 2007) postule que la voie de signalisation
Whnt/B-caténine pourrait étre impliquée dans la radiorésistance des CSCs. Wnt serait
également impliqué dans l'invasion et I'entretien des CSCGs (JIN, JEON, JOO et al., 2011).
Dans les CSCs du sein, l'inhibition de ce signal arréte la croissance tumorale (LIN, LU, ZHAI
et al., 2011). Selon une autre recherche (LIU, WANG, ZHAO et al., 2011), en plus d’arréter la
croissance tumorale, une telle inhibition induit 'apoptose des CSCGs. Dans ses expériences
portant sur I'inhibition de Wnt/ B-caténie, Pu et ses collaborateurs (PU, ZHANG, KANG et al.,
2009) ont montré un ralentissement de la progression tumorale in vivo. Méme si le role de ce
signal dans le maintien et la radiorésistance des CSCGs n’est pas encore clairement établi, il
pourrait étre une cible prometteuse dans la lutte contre la résistance des GBMs aux

traitements actuels.
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[11.3. Cibler les facteurs de transcriptions impliqgués dans le
maintien des CSCGs

Les facteurs de transcription Sox2, Oct4, Nanog, c-Myc, Olig2 et Bmi1 sont fortement

impliqués dans le maintien des propriétés des CSCGs.

Sox2, Oct4 et Nanog

Les facteurs Sox2, Oct4 et Nanog sont surexprimés dans les CSCGs. Parallélement

a leur réle de maintien dans les CSNs, ces facteurs pourraient intervenir de facon similaire,
dans l'entretien des CSCGs (IKUSHIMA, TODO, INO et al., 2009). Cibler ces facteurs

pourrait alors perturber le maintien et induire la différenciation des CSCGs.

c-Myc

Des travaux de 2008 (WANG, WANG, ZHIZHONG et al., 2008) ont montré que c-Myc
est fortement impliqué dans la prolifération des CSNs et CSCs, et que ¢c-Myc pourrait avoir
un réle central dans la tumorigénicité des CSCs. Par ailleurs, la recherche de Jensen et ses
collaborateurs (JENSEN, PEDERSEN, LIHME et al., 2003) a révélé une forte expression de
c-Myc dans les CSCGs. Ce facteur est nécessaire pour le maintien des CSCGs in vitro et
pour la tumorigénicité de ces cellules in vivo (JENSEN, PEDERSEN, LIHME et al., 2003).

Dans ce contexte, une autre étude (ZHENG, YING, YAN et al., 2008) a approuvé que
la surexpression de c-Myc dans des astrocytes de souris engendre des tumeurs cérébrales
proches de celles des GBMs humains. De plus, il semble que c-Myc bloque la différenciation
cellulaire et favoriser le renouvellement autonome de cellules cancéreuses issues d'un
modele de souris (LU, SUN, ZHU et al., 2002). Ainsi, c-Myc participerait activement au
maintien des CSCGs. Cibler spécifiquement les CSCGs via c-Myc parait néanmoins délicat

vu également son réle clé dans la physiologie normale.

Olig2

Olig2 est fortement exprimé dans les astrocytomes. Cette expression d’Olig2 est
nécessaire a linitiation et a la croissance tumorale (LIGON, HUILLARD, MEHTA et al.,
2007). L’équipe de Bao (BAO, WU, McLENDON et al., 2006) a retrouvé une expression
similaire de ce facteur dans des CSCGs issues de différents GBMs. Olig2 semble donc étre
un marqueur spécifique des CSCGs. |l est indispensable pour la conservation de la
multipotentialité des CSCGs (LIGON, HUILLARD, MEHTA et al., 2007). Olig2 participe a la

prolifération des CSCGs en bloquant notamment un important régulateur du cycle cellulaire
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(P21WAF1/CIP1) (BAO, WU, LI et al., 2008). N’étant exprimé que dans les CSNs, cellules
progénitrices neurales et CSCGs, le facteur de transcription Olig2 pourrait étre ciblé pour
atteindre les CSCGs.

Bmi1

Bmi1 est nécessaire lors de la canceérisation aussi bien d’'une CSN que d’un astrocyte
(ABDOUH, FACCHINO, CHATOO et al, 2009). Chiba et ses collaborateurs (CHIBA,
MIYAGI, SARAYA et al., 2008) ont montré in vivo que la modification de Bmi1 dans des
CSNs aboutit a I'obtention d’'un gliome de grade avancé alors que des CSNs possédant un
déficit en Bmi1 n’aboutissent qu’'a des gliomes de grade inférieur avec moins de cellules
présentant un phénotype souche. Bmi1 est souvent surexprimé dans les gliomes mais aussi
dans les CSCGs et il est nécessaire a leur renouvellement autonome (CHIBA, MIYAGI,
SARAYA et al., 2008). L’'étude de Zheng et ses collaborateurs (ZHENG, YING, YAN et al,,
2008) a mis en évidence la forte implication de Bmi1 dans le maintien des CSCs de
carcinome hépatocellulaire. Ce facteur pourrait donc étre une cible potentielle pour atteindre
les CSCGs.

REST

Le répresseur neural majeur REST (repressor element 1 silencing transcription
factor) ou NRSF (neuron-restricted silencing factor) est fortement impliqué dans I'entretien
des CSNs en bloquant la différenciation cellulaire (BLOM, TYNNINEN, PUPUTTI et al,,
2006). REST est surexprimé dans les GBMs (LIETZ, CICCHETTI et THIEL, 1998). Sa
dégradation favorise la différenciation cellulaire (MOLOFSKY, PARDAL, IWASHITA et al,,
2003). L’équipe de Cheng (CHENG, BAO et RICH, 2010) a identifi¢ une surexpression de
REST dans certaines CSCGs. Le ciblage de ce répresseur de transcription REST pourrait

alors pousser ces CSCGs a se différencier et ainsi devenir inoffensives.
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[11.4. Thérapie différenciatrice

La multipotentialité est une des propriétés des CSCGs partagée avec les CSNs
(CHENG, BAO et RICH, 2010). Les CSCGs sont capables de se différencier en astrocytes,
oligodendrocytes et en neurones en exprimant leurs marqueurs caractéristiques (BAO, WU,
McLENDON et al., 2006). Une fois différenciées, ces cellules perdent in vivo leur capacité de
régénération tumorale a long terme et leur capacité de propagation tumorale. Le fait de
forcer les cellules souches cancéreuses a devenir non souches et inoffensives s’appelle la

thérapie différenciatrice.

La neurogénine 2
Guichet et ses collaborateurs (GUICHET, BIECHE, TEIGELL et al, 2013) ont

surexprimé une protéine différenciatrice, la neurogénine 2, dans des cultures de CSCGs.

Cette équipe a montré que la neurogénine 2 provoque la maturation terminale des CSCGs et
induit la conversion de ces cellules en cellules nerveuses. La surexpression de cette protéine
a conduit a une forte apoptose et une inhibition de la prolifération des CSCGs rescapées.
Ainsi, induire la différenciation des CSCGs pourrait &tre un moyen non cytotoxique de lutter
efficacement contre les GBMs. Nous connaissons aujourd’hui des voies de signalisation

impliquées dans la différenciation des CSNs.

Bone morphogenetic protein (BMP)

BMP inhibe la prolifération des CSCGs et induit la différenciation des CSCGs en
astrocyte et en neurone (PICCIRILLO, REYNOLDS, ZANETTI et al., 2006). In vivo, BMP4
arréte la croissance des GBMs et réduit l'invasion tumorale (PICCIRILLO, REYNOLDS,
ZANETTI et al., 2006).

L’implication de BMP dans la différenciation des CSCGs en cellules gliales a été
confirmée lors de travaux menés en 2008 (LEE, SON, WOOLARD et al., 2008). Dans les
mémes conditions, une autre étude (CHIRASANI, STERNJAK, WEND et al., 2010) a montré
que BMP7 réprime la prolifération, I'auto-renouvellement et l'initiation tumorale des CSCGs
in vivo et in vitro. Récemment une équipe de chercheurs (TATE, PALLINI, RICCI-VITIANI et

al., 2012) a réussi a inhiber la croissance de GBMs in vitro et in vivo via une variante de

BMP7. Cependant, pour échapper a la différenciation forcée par BMP, les CSCGs sont
capables de modifier le récepteur a BMP (BMPR1B) (LEE, SON, WOOLARD et al., 2008).
Le rétablissement de I'expression de BMPR1B dans les CSCGs permet a BMP4 d’induire
leur différenciation (LEE, SON, WOOLARD et al., 2008) . Ainsi BMP en association avec des
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modulateurs épigénétiques pourrait contribuer efficacement au ciblage des CSCGs en
induisant leur différenciation, et donc de mieux lutter contre les glioblastomes et leur
résistance thérapeutique actuelle. Il existe d’autres facteurs impliqués dans la différenciation
des CSCGs tels que GSK3-3, PTEN ou encore SOX11.

GSK3-8

Cette enzyme intervient notamment dans la régulation de la différenciation des CSNs
(CHENG, BAO et RICH, 2010). GSK3-B serait impliquée dans la différenciation des CSCGs
(JENSEN, 2009). La réduction de l'activité de GSK3-B (par shRNA, l'inhibiteur SB216763 ou
encore le chlorure de lithium) induit la différenciation des CSCGs et diminue I'expression des
marqueurs Sox2 et Myc (JENSEN, 2009). De plus, nous savons aujourd’hui qu'une
diminution de Bmi1 réduit I'expression de GSK-B dans les CSCGs (JENSEN, 2009). Avec
tous les inhibiteurs de GSK3- disponibles, une plus grande exploration du signal GSK3-

permettrait d’ajouter une solution supplémentaire a I'éradication des CSCGs.

PTEN

Selon 'étude de Hide et ses collaborateurs (HIDE, TAKEZAKI, NAKATANI et al.,
2009), linhibition de la phosphatase PTEN (géne suppresseur de tumeur) participe au
maintien des CSCGs dans leur état indifférencié. Il est admis que la perte du géne PTEN
est liée a la tumorigénicité des GBMs. L’inhibition de PTEN entraine une forte expression de
Myc, jouant un réle clé dans le maintien de la prolifération et le renouvellement autonome
des CSCGs. L'étude approfondie de PTEN pourrait donc aider a mieux comprendre la
différenciation des CSCGs et identifier de nouvelles molécules pouvant ftraiter les

glioblastomes.

SOX11

Le facteur SOX11 est également impliqué dans la différenciation des CSCGs. La

surexpression de Sox11 semble bloquer la tumorigénése des CSCGs en induisant leur
différenciation cellulaire (CONTI, AQUENNOUZ, LA TORRE, 2009). De plus Sox11 a été
retrouvé inhibé dans des CSCGs (SUNAYAMA, SATO, MATSUDA et al., 2011).

Ces facteurs sont impliqués dans la différenciation des CSCGs et leur utilisation
permettrait certainement d’atteindre cette population de cellules, une perspective pour mieux
traiter les cancers. La figure 14 décrit les différentes options de traitements des

glioblastomes
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Figure 14 : Différentes options de traitements des glioblastomes, schéma adapté de
JHANWAR-UNIYAL, LABAGNARA, FRIEDMAN et al., 2015.

Cependant par dédifférenciation, les cellules différenciées pourraient réacquérir le
phénotype souche. En effet, Dufour et ses collaborateurs (DUFOUR, CADUSSEAU,
VARLET et al.,, 2009) ont montré in vitro, une dédifférenciation des astrocytes sous
linfluence de stimuli. L'efficacité du ciblage des CSCGs, nécessite également la
neutralisation des divers stimuli responsables du maintien des propriétés souches des

CSCGs, y compris ceux envoyés par la niche.
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[11.5. Cibler le microenvironnement des CSCGs

Comme il a été mentionné précédemment, des niches tant vasculaires que

hypoxiques pourraient participer a I'entretien des CSCGs et au développement tumoral.

» L’hypoxie

L’hypoxie favorise [l'angiogénése et la croissance tumorale, ainsi que la
radiorésistance des GBMs aux traitements actuels (PIETRAS, GISSELSSON, ORA et al.,
2008). Il a été suggéré que les niches hypoxiques étaient probablement impliquées dans
I'entretien des cellules souches cancéreuses en général (LI, BAO, WU et al., 2009). Dans ce
contexte, les CSCGs ont été identifiées dans les zones nécrotiques des GBMs (LI, BAO, WU
et al., 2009). Soeda et ses collaborateurs (SOEDA, PARK, LEE et al., 2009) ont montré que
I'hypoxie favorisait le maintien du phénotype souche des CSCGs. Une autre étude a signalé
que I'hypoxie augmente I'expression des marqueurs des CSCGs, 'auto-renouvellement et la
croissance tumorale (HEDDLESTON, LI, McLENDON et al, 2009). Ainsi, le
microenvironnement des CSCGs, comme les niches hypoxiques pourraient étre une cible
thérapeutique afin de contribuer a lutter contre la résistance des GBMs.

La différence entre les cellules cancéreuses souches et non souches en termes de
réponse a I'hypoxie a été observée dans plusieurs études. Dans les cellules cancéreuses
non souches des GBMs, I'hypoxie induit uniquement le facteur de transcription HIF1-qa, alors
que dans les CSCGs, ce sont HIF1-a et HIF2-a qui sont induits (LI, BAO, WU et al., 2009).
De plus, HIF2-a ne semble pas étre exprimé dans les cellules progénitrices neurales
normales, et de ce fait, son ciblage pourrait alors permettre d’atteindre spécifiquement les
CSCGs.

L’hypoxie favorise I'expression de génes spécifiques des CSCGs ainsi que
I'expression de VEGF et HIF2-a. A leur tour, les cibles transcriptionelles de HIF2-a telles
qu’Oct4, Glut1 et Serpin B9 sont aussi surexprimées en milieu hypoxique (LI, BAO, WU et
al., 2009).

L’étude de Soeda a également montré que HIF1-a intervenait dans I'expansion des
CSCGs lors d’'une hypoxie induite (SOEDA, PARK, LEE et al., 2009). Selon la base de
données REMBRANDT de la NCI (National Cancer Institute), un fort taux d’expression de

HIF2-a est lié a un mauvais pronostic de survie des patients atteint de GBMs
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(HEDDLESTON, LI, McLENDON et al., 2009). De plus, la surexpression de HIF2-a favorise
le maintien du caractére souches des CSCGs (HEDDLESTON, LI, McLENDON et al., 2009).

De plus comme vu précédemment, la niche hypoxique favorise également la
migration des CSCGs via la promotion de récepteurs tels que CXCR4 (COMA, SHIMIZU et
KLAGSBRUN, 2011). Le blocage de CXCR4 entrainerait une réduction de la croissance
tumorale de la souris xénogreffée (PERSANO, RAMPAZZO, BASSO et al., 2013). CXCR4,

surexprimé dans les CSCGs serait donc une cible thérapeutique potentielle.

> La niche vasculaire

Une autre stratégie serait de déloger les cellules souches cancéreuses de leurs
niches, ce qui les forcerait a se différencier. Suite a cette différenciation, elles deviendraient
sensibles aux traitements actuels.

Le ciblage de la niche vasculaire ou se trouvent les CSCGs, pourrait permettre
d’'atteindre efficacement ce type de cellules (CHARLES et HOLLAND, 2010). En effet,
I'apport nutritif des CSCGs serait alors bloqué. Nous savons que la fixation du ligand stroma-
cell-derived 1 (SDF-1 ou CXCL12) a son récepteur CXCR4 participe a la néoangiogénése
tumorale (TSENG, VASQUEZ-MEDRANO et BROWN, 2011). Selon Kioi et ses
collaborateurs (KIOI, VOGEL, SCHULTZ et al.,, 2010), linhibition de cette fixation (par
plerixafor) inhibe la vascularisation in vivo.

Le ciblage de VEGF présent en grande quantité dans ces niches par bévacizumab
inhibe la capacité angiogénique des CSCGs in vitro et in vivo (BAO, WU,
SATHORNSUMETEE et al., 2006).

Il existe des interactions mutuelles et complexes entre les CSCGs et le systeme
vasculaire. Calabrese et ses collaborateurs (CALABRESE, POPPLETON, KOCAK et al.,
2007) ont montré que le ciblage vasculaire des GBMs par bévacizumab diminuait le nombre
de CSCGs. Selon une autre équipe (FOLKINS, MAN, XU et al., 2007), une chimiothérapie
visant spécifiquement la vascularisation des GBMs réduit la formation de neurosphéres des
CSCGs.

Une thérapie ciblant I'angiogénése des GBMs pourrait perturber les niches
vasculaires (impliquées dans I'entretien des CSCGs) et alors mieux combattre la résistance
thérapeutique de ces cellules. Ainsi, tant la niche hypoxique que la niche périvasculaire
pourraient étre des cibles prometteuses dans le traitement des GBMs. Mais il serait
nécessaire d’identifier les mécanismes spécifiques aux cellules souches cancéreuses pour

eépargner les cellules souches saines.
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Nous savons que I'environnement cellulaire et les facteurs de la niche participent a la

régulation des CSCGs. Il existe également des mécanismes génétiques et épigénétiques qui

régulent les CSCGs (figure 15). Une autre stratégie dans le ciblage des CSCGs pourrait étre

la régulation de I'expression de génes de ce type de cellule par des miARNSs.

Environnement
cellulaire

Facteurs de la niche

Génétique Epigénétique

Figure 15 : Facteurs régulant les CSCGs, schéma adapté de LATHIA, MACK, MULKEARNS-
HUBERT et al., 2015.
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[11.6. Réquler les CSCGs par des microARN (miARNS)

Les miARNs sont de petits ARN (de 18 a 25 nucléotides) non codant, capables
d’'inhiber I'expression de génes par modification post-transcriptionel ’ARNm cibles. Un seul
mMIARN est capable de cibler une dizaine d’ARNm distincts. Les miARNs sont de puissants
régulateurs d’expression de génes. Les miARNs semblent jouer un rble clé dans la
régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire. Dans la plupart des cancers,
les régions chromosomiques comportant des aberrations génétiques contiennent plus de
50% des génes codant pour les microARN (CALIN, SEVIGNANI, DUMITRU et al., 2004) ce
qui aboutit a la dérégulation de I'expression de ces génes y compris ceux des gliomes
(LAGES, GUTTIN, EL ATIFI et al., 2011). Il a été montré qu’'un miARN peut étre oncogéne
ou suppresseur de tumeur. Les miARNs pro-cancéreux sont appelés oncomir. Parmi les

microARN qui ont suscité un grand intérét, on note :

Mir-9
La diminution de la phosphorisation de STAT3 (KIM, HUANG, PARK et al., 2011)

dans les CSCGs CD133+ lors d’'une exposition a mir-9 seul a été observée par Kim et ses

collaborateurs. Cette étude suggére que mir-9 bloque la différenciation des CSCGs. De plus,
lors de travaux réalisé en 2011 sur des CSCGs CD133" et CD133  (SCHRAIVOGEL,
WEINMANN, BEIER et al., 2011), il a été découvert que mir-9 inhibait la différenciation de
CSCGs et participait au maintien de leurs propriétés souches via le suppresseur de tumeur
calmodulin-binding transcription activator1 (CAMT1). De méme, une récente étude (GOMEZ,
VOLINIA, CROCE et al., 2014) a prouvé que mir-9 participerait a la croissance tumorale via

FOXP1. Ainsi, mir-9 pourrait étre une cible dans la lutte contre les CSCGs.

Mir-124

Mir-124 est sous-exprimé dans les CSCGs (LANG, YANG, ZHAO et al., 2012). Une
étude (LEE, FINNISS, CAZACU et al., 2013) a révélé qu’une expression de mir-124 dans les
CSCGs réduit leur migration et inhibe leur auto-renouvellement.

L’étude de I'équipe de Yang et ses collaborateurs (YANG, MENON, BLACK et al,,
2010) a montré que la surexpression de mir-124 dans les CSCGs CD133" diminue la
formation de neurosphéres et inhibe I'expression des marqueurs de cellules souches BMI1
et nestine.

D’aprés une étude menée en 2007 (MAKEYEV, ZHANG, CARRASCO et al., 2007),
mir-124 est fortement impliqué dans la différenciation et la maturation des progéniteurs
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neuraux. De plus, il existe une corrélation inverse entre I'expression de mir-124 et celle de
PTBP1 (polypyrimidine tract-binding protein 1), protéine conservant 'immaturité des cellules
souches dans les GBMs (FERRARESE, HARSH, YADAV et al., 2014). Augmenter
l'expression de mir-124 dans les CSCGs pourrait donc étre une stratégie exploitable dans la

lutte contre les GBMs.

Mir-128

L’expression de mir-128 est fortement réprimée dans les CSCGs (LANG, YANG,
ZHAO et al, 2012). Mir-128 inhiberait directement BMi1 (GODLEWSKI, NOWICKI,
BRONISZ et al., 2008), un facteur de transcription fortement impliqué dans [l'auto-
renouvellement des CSCGs (BRUGGEMAN, HULSMAN, TANGER et al., 2007). Selon une
autre étude, PVP-LDE-225 inhiberait 'auto-renouvellement des CSCGs en induisant entre
autre une expression de mir-128 et une répression de BMi1 (FU, RODOVA, NANTA et al.,
2013).

Mir-128 inhibe également RTK et EGFR, 2 récepteurs essentiels a [l'auto-
renouvellement (PAPAGIANNAKOPOULOS, FRIEDMANN-MORVINSKI, NEVEU et al,
2012). L’expression de mir-128 dans les CSCGs permettrait donc d'altérer I'auto-

renouvellement des CSCGs et ainsi diminuer leur nombre.

Mir-10

Mir-10 est surexprimé dans les GBMs et dans les CSCGs (GUESSOUS,
ALVARADO-VELEZ, MARCINKIEWICZ et al., 2013) ; il a été établi que I'inhibition de mir-10
dans les CSCGs xénotransplantées ralentit considérablement leur prolifération, leur invasion
et leur migration (GUESSOUS, ALVARADO-VELEZ, MARCINKIEWICZ et al., 2013). Mir-10
pourrait donc étre une des cibles thérapeutiques prometteuses dans la lutte contre les
GBMs.

Mir-33

Selon Wang et ses collaborateurs (WANG, SUN, HU et al.,, 2014) mir-33 est
surexprimé dans les CSCGs. Ce microARN participerait a la croissance et a l'auto-
renouvellement de ces cellules. D’aprés cette méme étude, chez la souris, le blocage de mir-
33 réduit l'auto-renouvellement des CSCGs ainsi que la croissance tumorale. Une
surexpression induite de mir-33 dans les cellules tumorales non souches engendre
'expression de caractére souche. Ainsi, mir-33 contribuerait au phénotype des CSCGs
(WANG, SUN, HU et al., 2014). Mir-33 pourrait donc étre également une cible potentielle
pour atteindre les CSCGs.
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Mir-138

Pour Chan et son équipe (CHAN, NAMA, GOPAL et al, 2012), mir-138 est
surexprimé dans les CSCGs par rapport aux CSNs. La différenciation forcée de CSCGs
réduit 'expression de mir-138. Si nous nous référons aux mémes travaux de cette equipe, le
blocage de mir-138 dans les CSCGs induit 'apoptose de ces cellules in vivo. Ainsi Mir-138

serait une piste intéressante dans la lutte contre les CSCGs.

Mir-34

Une recherche effectuée en 2014 (VISANI, DE BIASE, MARUCCI et al., 2014) a
souligné une expression de mir-34 réduite dans les GBMs. Ce microARN pourrait jouer un
réle clé dans les CSCGs (RATHOD, RANI, KHAN et al., 2014). Mir-34 inhibe directement
Notch (GUESSOUS, ZHANG, KOFMAN et al.,, 2010), cette voie de signalisation vue
précédemment et fortement impliquée dans I'entretien des CSCGs. L’expression de mir-34
dans ces CSCGs inhibe la prolifération, la survie et la migration cellulaire (GUESSOUS,
ZHANG, KOFMAN et al., 2010). Ainsi, la surexpression de mir-34 dans les CSCGs pourrait

permettre de mieux combattre les GBMs.

Mir-451

L'expression de mir-451 est diminuée dans les CSCGs CD133" (GAL, PANDI,
KANNER et al., 2008). Dans I'étude de Gal et ses collaborateurs (GAL, PANDI, KANNER et
al., 2008), mir-451 altére les neurosphéres de CSCGs et inhibe la croissance tumorale. Ainsi

ce mir-451 pourrait étre impliqué dans la tumorigénicité des CSCGs.

La liste des microARN impliqués dans le cancer ne cessent d’augmenter. Le tableau
IV référence les principaux microARN retrouvés dérégulés dans les cellules souches
cancéreuses des glioblastomes et leur(s) fonction(s). La dérégulation de I'expression des
microARN dans le cancer et leur réle en tant que oncomir ou suppresseurs de tumeur font
d’eux une cible thérapeutique innovante. lls pourraient également étre utilisés comme des

marqueurs biologiques pour établir le diagnostique thérapeutique.
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Tableau IV : MicroARN dérégulés dans les CSCGs et leur(s) fonction(s), tableau adapté

YANG, XING et JOHNSON, 2015.

MicroARN Expression Fonction(s)
Prolifération (+),
Mir-9 Surexprimé
différenciation (-)
Prolifération(+),
Mir-10 Surexprimé
migration (+)
Prolifération (+),
Mir-155 Surexprimé différenciation (-),
migration (+)
Différenciation (+),
Mir-124 Sous-exprimé
prolifération (-), invasion (-)
Différenciation (-),
Mir-1275 Surexprimé
prolifération (+)
Différenciation (+),
Mir-128 Sous-exprimé
prolifération (-)
Différenciation (+),
Mir-137 Sous-exprimé ] )
prolifération (-)
Différenciation (-),
Mir-138 Sous-exprimé ] )
prolifération (+), apoptose (-)
Différenciation (-),
Mir-148 Surexprimé
prolifération (+)
Différenciation(+),
Mir-204 Sous-exprimé
prolifération (-), invasion (-)
Différenciation (+),
Mir-302-367 Sous-exprimé ] i . .
prolifération (-), invasion (-)
Différenciation (-),
Mir-33 surexprimé
prolifération (+)
Différenciation (+),
Mir-34 Sous-exprimé
prolifération (-), apoptose (-)
_ _ Différenciation (-),
Mir-451 Surexprimé
prolifération (+), apoptose (-)

(+) : promotion,
(-) : inhibition
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[11.7. Essais cliniques ciblant les CSCGs en cours de
développement

L'implication des CSCGs dans la résistance thérapeutique et la récidive des GBMs
fait de moins en moins de doutes (PISTOLLATO, ABBADI, RAMPAZZO et al., 2010).
Aujourd’hui, il est largement admis que les cellules souches cancéreuses participent a la
récidive tumorale, ce malgré une thérapie conventionnelle incluant chirurgie, radiothérapie,
et chimiothérapie. Par conséquent, il y a un besoin urgent de développer des thérapies plus
efficaces, basées sur le ciblage spécifique des CSCGs.

Nous avons vu que les molécules de surface des CSCGs pourraient jouer un role
important dans leur entretien. Une étude clinque de phase Il ciblant spécifiquement des
antigénes associés au maintien des CSCGs a l'aide d’'un vaccin est actuellement en cours
(SUNDAR, HSIEH, MANJILA et al., 2014).

Nous avons pris connaissance de I'existence des voies de signalisation impliquées
dans l'entretien des CSCGs. Le signal Shh régule l'auto-renouvellement et le potentiel
tumorigéne des CSCGs (CLEMENT, SANCHEZ, DE TRIBOLET et al., 2007). Une étude
clinique de phase Il démontrant l'inhibition des CSCGs par le ciblage de la signalisation Shh
via l'inhibiteur vismodegib vient de s’achever (SUNDAR, HSIEH, MANJILA et al., 2014). Une
autre étude clinique incluant notamment cet inhibiteur du signal Shh dans le ciblage de
CSCGs est en phase initiale de développement (SUNDAR, HSIEH, MANJILA et al., 2014).

Comme constaté précédemment, le signal Notch est anormalement surexprimé dans
les CSCGs des glioblastomes (FAN, KHAKI, ZHU et al., 2010). Une étude de phase Il non
randomisée ciblant la y-sécrétase, I'enzyme responsable du clivage de Notch, via
R0O4929097 est actuellement en cours (SUNDAR, HSIEH, MANJILA et al., 2014). De plus, la
signalisation Notch est également impliquée dans la radiorésistance des CSCGs (WANG,
WAKEMAN, LATHIA et al.,, 2010). Une étude de phase | utilisant RO4929097 en
combinaison avec TMZ et radiothérapie est actuellement en cours (SUNDAR, HSIEH,
MANJILA et al., 2014). Un autre composé, le RO4929097 est également en cours d’étude
en phase | et Ill randomisée en association avec bévacizumab (SUNDAR, HSIEH, MANJILA
et al., 2014).

Par ailleurs, une thérapie ciblant 'angiogénése des GBMs pourrait perturber les
niches vasculaires (impliquées dans l'entretien des CSCGs). Les essais cliniques ciblant
I'angiogénése des GBMs a I'aide du bévacizumab (BATCHELOR, SORENSEN, DI TOMASO
et al., 2007) ou du cediranib (inhibiteurs de VEGFR) (FRIEDMAN, PRADOS, WEN et al.,

2009) ont montré leur efficacité. De méme, le Vandetanib, un inhibiteur du récepteur a VEGF
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et EGF, est actuellement en phase | d’étude clinique en association avec le TMZ
(DRAPPATZ, NORDEN, WONG et al., 2010). Le tableau V résume certains essais cliniques

ciblant les CSCs dans le traitement des GBMs.

Tableau V : Essais cliniques en cours ciblant les CSCs dans le traitement des GBMs, tableau
adapté de SUNDAR, HSIEH, MANJILA et al., 2014.

Conception de I'essai

Agent (cible)

Résultats

Phase |, un seul bras

ICT-107, vaccin autologue a
base de cellule dendritique
pulsée (antigénes associés a la
tumeur, surexprimés dans les
CSCGs)

21 patients au total ; non
toxique ; 33% de taux de
réponse immunitaire ; tendance
non significative vers une
augmentation de la survie sans
aggravation de la maladie, mais
pas de survie globale, pour les

personnes répondant au vaccin

Phase 0/Il, randomisée

Vismodegib (signalisation Shh)

40 patients au total ; bien

toléré ; aucune différence de
survie sans aggravation de la
maladie ni de survie globale a 6
mois en monothérapie ;
concentration intratumorale
atteinte ; signalisation Shh
diminuée ; prolifération et auto-
renouvellement des CSCGs

diminués

Phase Il, randomisée

ICT-107 (antigénes associés a

la tumeur)

En cours

Phase Il, non randomisée

R04929097 (voie de
signalisation y-secrétase,
Notch)

En cours

Phase I, un seul bras

R04929097 en combinaison
avec TMZ et radiothérapie (voie
de signalisation y-secrétase,
Notch)

En cours

Phase I/Il, randomisée

R04929097 avec bévacizumab
(voie de signalisation y-

secrétase, Notch)

En cours
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Méme si de nombreuses molécules ont démontré une forte efficacité lors des études
précliniques, aucune ou seulement peu d’entre elles ont eu les mémes effets sur les essais
cliniques et ce, d0 a une activité anti-tumorale limitée ou des effets secondaires puissants.
Cela pourrait étre imputé a I'hétérogénéité propre des GBMs, et pour cette raison, la
compréhension du comportement, du phénotype et des voies de signalisation des CSCGs
doit étre approfondie. Pour cela, les futures thérapies devront étre validées par rapport aux
CSCGs plutdt qu’aux cellules cancéreuses différenciées. Cela permettrait de développer des
stratégies anti-cellules souches cancéreuses et anti-tumorales plus efficaces et plus ciblées.
Le tableau VI résume les différentes stratégies sur lesquelles nous nous sommes arrétées
dans cette partie. Dans ce contexte, l'appel aux approches des « omics »:
transcriptomiques, protéomiques, métaboliomiques aideraient a mieux identifier les
altérations génétiques d’'une panoplie de génes impliqués dans l'activité des CSCGs et de ce

fait dans la progression et le maintien des glioblastomes.

Tableau VI : Stratégies thérapeutiques pour atteindre les CSCs des glioblastomes.

Stratégies thérapeutiques Cibles

Cibler des molécules spécifiques de surface des

CSCGs CD133 ; L1CAM ; les transporteurs de surfaces.

Inhiber des voies de signalisations spécifiques des EGFR-PI3k-Akt ; Notch ; Shh ; STAT3 ; Wnt/B-
CSCGs caténine.

Cibler les facteurs de transcriptions impliqués dans le | Sox2 ; Oct4 ; Nanog ; c-Myc ; Olig2 ; Bmi1 ;

maintien des CSCGs REST.
Forcer la différenciation des CSCGs Neurogénine2 ; BMP ; GSK-B ; PTEN ; SOX11.
Cibler le microenvironnement des CSCGs HIF2-a ; CXCR4 ; VEGF.

Mir9 ; mir-124 ; mir-128 ; mir-10 ; mir-33 ;mir-

Réguler les CSCGs par des miARNs 138 - mir-34 ‘mir-451.
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CONCLUSION
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Conclusion

Aussi rares soient-ils, les glioblastomes n’en restent pas moins agressifs, tres
infiltrants et récidivent inexorablement. Les méthodes classiques de traitement des
glioblastomes finissent dans la plupart des cas par un échec thérapeutique qui conduit, a

court terme, aux décés des patients.

Grace aux nouveaux progrés scientifiques, notamment dans le domaine de la
biologie moléculaire et cellulaire ainsi que de la génétique, de plus en plus d’études
soulévent I'hypothése d’'une seule sous-population de cellules a l'origine de ['initiation, du
développement et de la récidive de la tumeur. Ces cellules, qui ne sont autres que les
cellules souches cancéreuses, semblent également détenir un réle clé dans les mécanismes
de résistance des glioblastomes a la chimiothérapie et radiothérapie. C’est par leurs pompes
d’efflux, leur activation des mécanismes de réparation de 'ADN et de voies de signalisation
que les cellules souches cancéreuses pourraient intervenir dans la résistance thérapeutique.
La niche, un endroit hypoxique trés vascularisé ou sont logées les cellules souches
cancéreuses, participerait également a la résistance aux thérapies actuelles. Contrer cette
résistance thérapeutique en ciblant les cellules souches cancéreuses et leurs niches

donneraient certainement de nouveaux espoirs dans la lutte contre ce type de cancer.

Méme si la découverte de ces cellules est une avancée majeure, d’autres études seront
nécessaires pour les caractériser et comprendre leur comportement. A I'’heure actuelle, il
n’existe en effet aucun marqueur spécifique et/ou exclusif aux CSCGs. Pour la majorité des
marqueurs utilisés, leur fonction reste inconnue comme l’illustre 'exemple du marqueur de
surface CD133 dont I'utilisation est controversée. De plus, I'’hypothése selon laquelle un seul
contingent au sein de la tumeur serait responsable de la tumorigénicité ne recueille pas un
consensus absolu en raison de I'hétérogénéité des glioblastomes. Par ailleurs, la validation
de cette hypothése est d’autant plus difficile a obtenir que les procédures expérimentales
varient selon les laboratoires et aboutissent ainsi a des résultats contradictoires. Enfin, une
autre limite a pu étre constatée concernant cette hypothése : étant donné que les CSCGs se
caractérisent par un potentiel tumorigéne et Ila propriété dinteragir avec leur
microenvironnement, la xénotransplantation pratiquée chez la souris ne permet pas d’obtenir

des résultats transposables a I’homme.
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En dépit de ces limites principalement d’ordre technique, la théorie des cellules
souches cancéreuses nous offre de nouvelles perspectives en vue de contrer la résistance
thérapeutique des glioblastomes. De ce fait, il devient urgent d’identifier des marqueurs
fiables pour ces cellules et de connaitre les processus moléculaires qui sont responsables
de leur maintien et de leur survie. Cela permettrait de développer des stratégies anti-cellules
souches canceéreuses et anti-tumorales plus efficaces et plus ciblées.

Ainsi, cibler des molécules spécifiques de surface, inhiber des voies de signalisation
spécifiques ou encore cibler des facteurs de transcriptions impliqués dans I'entretien et la
résistance des cellules souches cancéreuses des glioblastomes sont des stratégies
actuellement en cours d’étude. Réguler les cellules souches cancéreuses des glioblastomes
par des microARN, cibler leur niche et les forcer a se différencier sont également d’autres
pistes de recherche prometteuses.

Dans les années a venir, des stratégies de ciblage des cellules souches cancéreuses
seront sans doute approuvées et permettront de concevoir de nouveaux traitements

efficaces contre cette maladie encore quasiment incurable aujourd’hui.
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