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Liste des abréviations

aMaR : @ Mouse a Rabbit, anticorps polyclonal de chevre dirigé contre la souris et le lapin
couplé ala HRP

ABTS : 2,2"-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt, 2,2 '- azinobis
(3 - éthylbenzothiazoline-6 - acide sulfonique), sel de diammonium

Ac : acétylation

aCGH: array-based comparative genomic hybridisation, hybridation génomique comparative basée
sur les puces

ADCC : Antibody Dependant Cell Cytotoxicity, cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante
des anticorps

ADN : Acide désoxyribonucléique
Akt (PKB) : Protein Kinase B, protéine kinase B

ALK : anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase, récepteur a la tyrosine kinase du
lymphoma anaplasique

AREs : Adenylate-uridylate-rich elements , domaine riche en éléments adénylate et
uradylate

ARID3B : AT-rich interaction domain molecule 3B, domaine d’interaction de la molécule 3B
riche en bases AT

ATCC : American Type Culture Collection, collection américaine de culture cellulaire
BAC : bacterial artificial chromosomes, chromosomes bactériens artificiels

BCA : Bicinchoninic acid, acide bicinchoninique

BCL2L11 : Bcl-2-like protein 11, protéine 11 Bcl-2-like

BDNF : brain-derived neurotrophic factor, facteurs neutrophiques issus du cerveau
bFGF : basic Fibroblast growth factor, facteur de croissance basique des fibroblastes

BIOT-GAM : Biotine conjugated Goat Antimouse, anticorps polyclonaux de chevre anti-
immunoglobuline de souris couplé a la biotine.

BMI-1 : B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog, région homolgue 1 Moloney-Virus
de la leucémie murine d’insertion de lymphome B

BRCAL1 : Breast cancer-associated-1, cancer du sein associé au géne 1

BSA: Bovine Serum Albumine, albumine de sérum bovin
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CaMK- CARP : calcium/calmodulin-dependent protein kinase-related peptide

CAMTAL : Calmodulin-binding transcription activators 1, facteur 1 activateur de transcription
liant la calmoduline

CDC : Complement dependent cytotoxicity, cytotoxicité dépendante du complément
CDK®6 : cyclin dependent kinase 6, cycline dépendante de la kinase 6

CDKN2A : Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A, cycline dépendante 2A l'inhibiteur de la
kinase

Cer : Céramide

CpG : Cytosine-phosphate-Guanine

CRCNA : Centre de Recherche en Cancérologie de Nantes-Angers

DCLK1 : Doublecortin Like Kinase 1, doublecortine like kinase 1

DKK1-3 : Dickkopf 1-3

DNMT : ADN méthyltransférases

ECL: Chimiluminescence, chimiluminescence

EGF : Endothelial growth factor, facteur de croissance endothélial

EMT : Epithélium mésychenmateux

ERK : Extracellular signal-regulated kinases, kinases régulées par signal extracellulaire
Fc : Fragment cristallisable de la chaine lourde des IgG

18F-DOPA : Fluorine-18-L-dihydroxyphenylalanine

FGF : Fibroblast growth factor, facteur de croissance des fibroblastes

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization, hybridation in situ par Fluorescence
Gb3cer: Globotriaosyl céramide

GD2 : Disialoganglioside GD2, II* (NeuAc),-GgOse3-Cer

GM-CSF : granulocyte—-macrophage colony stimulating factor, facteur de croissance pour
macrophage et granulocyte

HABA: 2-(4’-HydroxyAzoBenzene)Benzoic Acid, acide 2 - (4-hydroxyphénylazo)-benzoique
HAT : Hypoxantine Aminopterine Thymidine

HAT : Histones acétyltransférases

HCI : hydrochloric acide, acide chlorhydrique

HDAC : Histones déacétylases
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HIF-1 : Hypoxia-inductible factor 1-a, facteur inductible d’hypoxie 1-a

HMEC-1 : Human microvascular endothelial cells-1, cellules endothéliales microvasculaires
humaines de type 1

HVA : Acide homovallinique

HMVEC-L : lung-derived normal human microvascular endothelial cells, cellules endotheliales
microvasculaires dérivées de poumon humain normal

HOX : Homeobox proteins : protéines de ’lhoméoboite

HOXC9 : Homeobox protein Hox-C9 : protéine Hox-C9 de ’homéoboite
HRP : Horseradish Peroxidase, peroxidase du raifort

IDRF: image-defined risk factor, facteurs de risques defines par imagerie

IFISH : interphase fluorescence in situ hybridisation, hybridation in situ de l'interphase par
fluorescence

IGF-2 : Insulin-like Growth Factor-2 : Facteur de croissance-2 a l'insuline
IGR : Institut Gustave Roussy

IL-2 : interleukin 2, interleukine-2

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

LDH : Lactate déshydrogénase

MAM : meprin/A5-protein/PTPmu : méprine/A5 protéine/PTPmu

MBD : Methyl binding protein : Protéine liant un méthyl

MDM2 : Mouse Double Minute 2 : oncoprotéine Double minute 2 Souris

MDR1 : Multi-drug restistance 1, protéine-1 de résistance a de multiples drogues
Me : méthylation

MeCP2 : Methyl CpG binding protein 2, protéine-2 liant un méthyl au CpG
MetAP2 : methionine aminopeptidase-2

MIBG : Méta-iodo-benzyl-guanidine

MKI : Index de mitose-karyorrhexis

MLH1 : MutL homolog-1, homologue mutL 1

MLPA : multiplex ligation-dependent probe amplification, amplification des sondes
dépendante de la ligation multiplexe

MMP-2 : Matrix metalloproteinase-2, métalloprotéinase-2 de la matrice
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MMPI : inhibiteur synthétique des MMP

MSX1 : Msh Homeo Box Homolog 1 Protein, la protéine Homéoboite MSX-1

NB : Neuroblastome

NESP55 : Neuro-Endocrine Secretory Protein 55, la protéine secrétoire neuroendocrine 55
NeuAc : acide N-acétyl-neuraminique

NGF : nerve growth factor, facteur de croissance des nerfs

NPY : Neuropeptide Y

NSD1 : Nuclear receptor—binding SET domain protein-1, récepteur nucléaire liant le domaine
1 de la protein SET

NT3 : neurotrophin-3 : Neutrophine-3

NTRK1 : Neurotrophic tyrosine kinase receptor 1, récepteur a la neutrophine 1 a tyrosine
kinase

OAcGD?2 : disialoganglioside-O-acétylé

P : phosphorylation

PAGE : Polyacrylamid Gel Electrophoresis, électrophorése en gel de polyacrylamide
p-Akt: phospho-Akt

PBS : Phosphate-buffered saline, tampon phosphate salin

PBS-BSA : Phosphate-buffered saline - Bovine Serum Albumine, tampon phosphate salin-
albumine de sérum bovin

PCR : Polymerase Chain Reaction, réaction d’amplification génique
PDGF : Platelet-derived growth factor, facteur de croissance dérivé des plaquettes

PEDGF : pigment epithelial-derived growth factor, facteur de croissance dérivé de
I'épithélium pigmentaire

p-ERK : phospho-ERK

PET : positron emission tomography, tomographie par emission de positon
PHOX2B : Paired-Like Homeobox 2b, facteur jumelé a I’homéoboite 2 B
PLK1 : Protein Polo-Like Kinase 1, protéine kinase Polo-Like 1

PMT : photo-multiplicateur

SDS : Sodium dodecyl sulfate, sodium dodécyl sulfate

SFRP1 : secreted frizzled-related protein 1, la protéine 1 lié a la secretion frizzled
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SNP : Single Nucleotide Polymorphism, polymorphisme d’un unique nucléotide

SV40 : Simian Virus 40, virus Simien 40

TBS: Tris Buffered Saline, solution Tris-saline tamponnée

TBST: Tris Buffered Saline-Tween, Solution Tris-saline tamponnée- Tween
Tc-99-diphosphonate : Technetium-99-diphosphonate

TGF-a : transforming growth factor-alpha, facteur de croissance de transformation Ba
TGF-B : Transforming Growth Factor-B, facteur de croissance de transformation 8

Tris : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane

TSP-1 : thrombospondine-1

TWIST-1 : Twist-related protein 1, protéine-1 TWIST

Ub : ubiquination

VEGF : Vascular endothelial growth factor, facteur de croissance de I'endothélium vasculaire

VIP : Vasoactive intestinal peptide

VMA : Acide vanillylmandélique

WBR : Western Blocking Reagent, réactif de blocage d’immunoempreinte

Wig-1 : wild-type p53-induced gene 1, protéine p 53 sauvage induite par le gene 1
Wnt : wingless-int, site d’intégration sans aile

YB-1: Y-Box-binding Protein-1 : Protéine 1 liant la boite-Y
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Avants propos

L'Institut de Recherche en Santé de I'Université de Nantes (IRS-UN) est entré en
service le 1 er juillet 2009. Il accueille les unités mixtes de recherche Inserm/Université de
Nantes :

- Les équipes du Centre de Recherche en Cancérologie de Nantes-Angers (UMR-Inserm
892- CNRS 6295) dirigées par le Dr Jacques Le Pendu,

- LlInstitut du Thorax (UMR 915) dirigé par le Pr Pierre Pacaud,

- Le laboratoire des vecteurs viraux pour le transfert de génes in vivo (UMR 649) dirigé

par le Dr.Philippe Moulier,

Les travaux de cette thése, pour l'obtention du diplédme d’Etat de Docteur en

eme

Pharmacie, ont été réalisés lors de mon stage industriel de 5 année de pharmacie a la
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de I'Université de Nantes. Ce stage a
été réalisé au sein du Centre de Recherche en Cancérologie Nantes-Angers, a Nantes. Ce
stage a été encadré et dirigé par le Dr Stéphane Birklé, au sein de I'équipe 14 (Radiobiologie
et ciblage de I'endothélium) coordonée par le Dr Francois Paris. Cette équipe s’intéresse a
une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement du cancer : I'endothélium. Des études
récentes ont montré que la destruction des cellules endothéliales qui forment les vaisseaux
sanguins entraine le développement de zones anaérobies, induisant la mort cellulaire. La
destruction de ces vaisseaux induit la régression de la tumeur et une diminution des
résistances. Des études menées par I'équipe 14 ont montré que I'apoptose des cellules
endothéliales est directement impliquée dans la perte d’intégrité tissulaire et dans la
régression de la tumeur aprées exposition a des radiations ionisantes, permettant d’affirmer
qgue I'endothélium localisé dans le microenvironnement de la tumeur est une cible majeure
des radiations ionisantes.

Les travaux de I'équipe consiste a mieux définir la réponse de cet endothélium tumoral face
a la radiothérapie et a la chimiothérapie afin de limiter la toxicité vis-a-vis de I'endothélium

sain. Cette équipe travaille sur quatre sujets de recherche différents :
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1 - lIdentifier les voies de signalisation cellulaires radio-induites dans les cellules
endothéliales, notamment celles initiées par le céramide.

2- Quantification des acteurs moléculaires sécrétées par les cellules endothéliales apres
irradiation induisant la mort des cellules tumorales avoisinantes par effet de voisinage ou
effet bystander.

3- Le développement de nouvelles approches cliniques de radiothérapies ciblées.

4- Le ciblage de I'endothélium tumoral a I'aide d’anticorps thérapeutiques dirigés contre des

marqueurs glycosphingolipidiques.
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Introduction générale
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Le cancer est la premiere cause de mortalité dans le monde occidental, dépassant
depuis peu les maladies cardio-vasculaires. Cependant les tumeurs pédiatriques sont des
tumeurs rares qui touchent approximativement 1 enfant sur 600 sur le territoire francais.
Les tumeurs les plus fréquentes chez les enfants sont représentées par les leucémies (30 %)
suivi des tumeurs du systéme nerveux central (20 %), des lymphomes et maladie de Hodgkin,
des sarcomes, des neuroblastomes, et des néphroblastomes (Loriot et Mordant, 2011).

Le neuroblastome représente 8 a 10 % des tumeurs pédiatriques et c’est la tumeur la
plus commune dans le monde chez les nourrissons de moins de 1 an. Chaque année 2200
nouveaux cas sont diagnostiqués en Europe, aux USA et au Canada (Heck et al., 2009). L’age
de diagnostic se situe essentiellement entre 1 an et 6 ans avec un pic maximal qui se situe a
2 ans (Loriot et Mordant, 2011). Les progrés de la médecine dans le diagnostic et la prise
en charge de cette pathologie ont considérablement augmenté la survie des enfants.
Cependant dans la moitié des cas, la maladie est diagnostiquée tardivement (stade V),
entrainant dans de nombreux cas le décés du patient, malgré un traitement multimodal
agressif basé sur l'utilisation de la chirurgie, de la radiothérapie, de la chimiothérapie
intensive, de l'autogreffe et des traitements d’entretiens. Le neuroblastome représente
donc un défi pour la recherche médicale puisqu’il n’existe actuellement que peu de
traitements curatifs pour ces enfants en stade IV de la pathologie.

Cette pathologie se définit actuellement comme une tumeur maligne embryonnaire
des cellules de la créte neurale, d’étiologie mal connue.

Une tumeur abdominale a été décrite pour la premiere fois en 1864 par le médecin
allemand R. Virchow comme un “gliome ”. F. Marchand est le premier a décrire au niveau
histologique en 1891 les caractéristiques des tumeurs provenant du systéme nerveux
sympathique et de la médullosurrénale. Le stade IV S sans métastases osseuses chez des

«

enfants a été décrit pour la premiére fois par W. Pepper, dans ° A study of congenital
sarcoma of the liver and suprarenal with report of case” (une étude d’un cas reporté de
sarcome congénital de foie et des surrénales) (Pepper, 1901). En 1907, R. G. Hutchison,
travaillant a I’hopital pour les enfants malades de Londres, a rapporté un processus
pathologique similaire avec des enfants plus agés atteints de métastases oculaires et

osseuses, dans son étude “ On suprarenal sarcoma in children with metastases to the skull”

(Un sarcome surrénal chez un enfant avec des métastases au crane) (Hutchison, 1907). En
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1910, J. H.Wright fut le premier a déterminer I'origine primitive de la tumeur : les cellules de
la créte neurale. Il nomma cette pathologie neuroblastome dans sa publication
“ Neurocytoma or neuroblastoma : a kind of tumor not generally recognized” (Neurocytome
ou neuroblastome : un type de tumeur qui n’est pas généralement reconnue) (Wright, 1910).

La chirurgie pédiatrique émergea lentement aprés la premiére guerre mondiale. W.
Ladd et par la suite R. Gross ont perfectionné les techniques chirurgicales pour les enfants. R.
Gross montra qu’il était possible de retirer des petites tumeurs localisées, entrainant la
guérison du patient dans “ Neuroblastoma sympatheticum - a study and report of 217 cases”
(Neuroblastome sympathique : une étude sur 217 cas) en 1959 (Gross et al., 1960). A partir
des années 60, le traitement chirurgical est associé a la chimiothérapie afin d’améliorer le
pronostic des patients (Rothenberg et al., 2009).

Dans les dernieres deux décennies, des progres dans le diagnostic et le traitement du
neuroblastome ont été réalisés. Des méthodes d’imageries médicales telles que
I’échographie, le scanner, I'imagerie a résonnance magnétique, le scanner, la scintigraphie
au MIBG ont été développées. Des critéres histologiques, des marqueurs biologiques,
génétiques et chromosomiques ont également été définis et ont permis I'établissement et
I’'amélioration progressive de classifications de groupe de patients. Des protocoles associant
la chimiothérapie a la chirurgie, a la radiothérapie voire a I'autogreffe de cellules souches
ont été développées notamment pour le traitement des formes les plus agressives. Ces
protocoles montrant leurs limites notamment dans le traitement du stade |V, des approches
immunologiques notamment avec les anticorps thérapeutiques, des approches génétiques
et galéniques et d’autres thérapies sont en cours de développement. Ces nouvelles
approches permettront d’optimiser le ciblage des cellules tumorales, de diminuer les effets
secondaires importants liés aux thérapies actuelles, et de permettre la guérison des patients

atteints des formes les plus agressives de la pathologie.
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Premiere Partie. De la pathologie aux

nouvelles approches diagnhostiques et

thérapeutiques
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Le neuroblastome
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1- Définition

Le neuroblastome est une tumeur embryonnaire se développant au niveau de la
créte neurale du systéme nerveux sympathique (Hoehner et al, 1996). Elle siége le plus
souvent en arriere du péritoine au niveau des glandes surrénales. Chez 60% des enfants, il
existe des métastases dés le diagnostic (IGR, 2004) situé essentiellement au niveau
hépatique et osseux. Cette tumeur se caractérise par sa grande hétérogénéité, allant de la
tumeur bénigne régressant spontanément a des formes agressives mettant en jeu le
pronostic vital du patient. Bien qu’il s’agit d’une maladie rare, le neuroblatome reste la

premiére cause de mortalité par cancer chez les patients de moins de 15 ans.

5% av niveau du cou
17% au niveau du horax
708 all niveais de fabdomen

Figure 1 : Localisations tumorales rencontrées dans le neuroblastome

(D’apres IGR, 2004)

2- Epidémiologie

Le neuroblastome est un cancer qui se développe aux dépens du systéme nerveux
sympathique et représente 9 % des cancers de I'enfant. Il touche dans 98% des cas des
enfants de moins de 6 ans et un tiers des cas sont découverts avant I’dge d’un an. Les
neuroblastes ont la possibilité de prendre spontanément une voie apoptotique (régression

spontanée), ou une voie de différentiation formant alors un ganglioneurome (bénin) ou une
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voie de prolifération plus ou moins agressive selon les anomalies géniques en cause

(neuroblastome ou ganglioneuroblastome).

2-1- Prévalence

Le neuroblastome est une maladie rare, c’est-a-dire une maladie qui touche un
nombre restreint de personnes en regard de la population générale. Le seuil admis en
Europe est d'une personne atteinte sur 2 000, soit pour la France moins de 30 000 personnes
pour une maladie donnée (Orphanet, 2013).

Le neuroblastome représente 8 a 10 % de I'ensemble des tumeurs pédiatriques mais
est également la tumeur solide la plus fréquement rencontrée chez I'enfant de moins de 5
ans. Dans de nombreux pays, la prévalence est identique ou légérement supérieure chez les
garcons (Gao et al., 1997 ; Spix et al., 2006 ; Maris et al., 2003).

La prévalence la plus élevée est observée en lIsraél avec 15,1 cas pour un million
d’habitants suivi par I'Europe de I'ouest et le Japon, avec respectivement 12,0 et 11,5 cas
pour un million d’habitants. Elle est beaucoup plus faible en Afrique et Amérique centrale et

du Sud avec 8,9 cas pour un million d’habitants a Cuba (Heck et al., 2009).

2-2- Incidence

Plus de 600 nouveaux cas sont diagnostiqués au Etats-Unis par an (Gurney et al., 1996 ;
Brodeur et al., 1997) et 1500 cas par an en Europe (Heck et al., 2009). L'age médian de
diagnostic du neuroblastome est de 22 mois et plus de 90 % des cas sont diagnostiqués
avant I'age de cing ans (Brodeur et al., 1997). Lincidence de la maladie est trés importante
dans les premiéres années de la vie puis diminue rapidement. La survenue de cas pendant
I’adolescence ou chez I'adulte est plus rarement observée (Esiashvili et al., 2007 ; Gaspar et
al., 2003). En effet, moins de 10 % des cas sont diagnostiqués apres I'age de 10 ans
(Castleberry, 1997). L'age médian de diagnostic chez les patients atteints d’un
neuroblastome d’origine familiale est inférieur a celui des patients présentant un
neuroblastome d’origine sporadique, c’est-a-dire d’origine inconnue et sans caratere
épidémique (Ho et al., 1993). L'incidence de la pathologie est maximale a I'age de deux ans

(Loriot et Mordant, 2011).
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L'incidence du diagnostic prénatal du neuroblastome a augmenté ces trente
derniéres années avec l'utilisation croissante de I'écographie obstétricale (Jennings et al.,
1993 ; Hirata et al.,1995 ; Holgersen et al., 1996). Le diagnostic prénatal de cette pathologie

s’effectue principalement entre la 18°™ et la 32°™ semaine de gestation.

2-3- Etiologie

L’étiologie du neuroblastome n’est pas totalement définie. L'implication de multiples
facteurs dans I'apparition de cette pathologie tels que les virus (comme le cytomégalovirus),
les agents chimiques (comme les pesticides), et les médicaments ont été étudiés mais
aucune de ces études n’a mis en évidence un lien formel avec un facteur étiologique précis
(Heck etal., 2009).

Le neuroblastome est essentiellement une maladie sporadique. Seulement 1 a 2 % des
cas diagnostiqués de neuroblastome sont d’origine familiale avec une transmission
génétique autosomale dominante a pénétrance incomplete. Cependant méme dans les cas
familiaux, le comportement de la tumeur est souvent différent a l'intérieur d’'une méme
famille. Plus récemment, des mutations au niveau du gene anaplastic lymphoma kinases
(ALK) ont été observées dans les cas familiaux et des inhibiteurs de I’ALK sont actuellement
explorés en phase | et II comme nouvel agent thérapeutique (Mueller et Matthay , 2009).

D’autres altérations génétiques ont été identifiées comme étant susceptibles d’étre
pré-disposantes au développement du neuroblastome. Une délétion du bras court du
chromosome 1 (1p36) est une altération chromosomique caractéristique du neuroblastome.
Ce locus étant suspecté de contenir de nombreux génes suppresseurs de tumeurs (Katoh et
al., 2003 ; Tonini et al., 1997), d’autres études ont été réalisées et ont mis en évidence la
présence d’autres génes pouvant étre impliqués dans l'apparition de cette pathologie
comme les locus 16p, 4p, 2p et 12p (Maris et al., 1997 ; Perri et al., 2002 ; Longo et al.,
2007). La complexité génétique de cette maladie pourrait étre expliquée en partie par
I’lhypotheése “ Knudson’s two-hit " qui suppose que deux mutations successives au niveau de
I’ADN soient nécessaires pour permettre le développement de la tumeur (Carlsen et al.,

1994 ; Tonini et al., 2003 ; Knudson, 1971).
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2-4- La mortalité

La mortalité liée au neuroblastome atteint approximativement 15 % des enfants. C’est
la premiére cause de mortalité par cancer chez les enfants de moins de 15 ans. Le taux de
survie 3 5 ans aux Etats-Unis des enfants de moins d’un an atteints de neuroblastome est
relativement stable depuis le milieu des années 70 et varie entre 78 et 95 %. Ce taux de
survie pour les enfants agés de 1 a 14 ans est passé de 35,1 % au milieu des années 70 a

64,8 % au début des années 2000 (Malcolm A. et al., 2010).

3- Classifications du neuroblastome

Plusieurs classifications sont employées ou ont été employées dans I'objectif de décrire
le plus spécifiquement possible le stade et la forme de neuroblastome rencontrée. Les
classifications présentées ci-dessous reposent essentiellement sur des critéres cliniques et

biologiques. Seules les classifications principalement utilisées sont présentées ci-dessous.

3-1- Systéeme international de classement du neuroblastome (International
Neuroblastoma Staging System)

Le neuroblastome est I'une des premiéres tumeurs ou les facteurs cliniques et
biologiques sont devenus des outils indispensables dans I'établissement du pronostic et la
prise en charge thérapeutique du patient. L'utilisation de ces critéres cliniques ont été
validés par des investigateurs du monde entier qui ont établi une classification commune
internationale des différents stades de neuroblastome : I'International Neuroblastoma

Staging System (INSS) (Brodeur et al., 1988) (Tableau 1).
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¥ Stades ¥ Caracteristiques anatomiques et histologiques

| Tumeur limitée a son point d'origine. Ablation compléte.
Présence éventuelle de ganglions atteints inclus dans la tumeur.

A Tumeur limitée a son point d'origine. Ablation incompléte.
Tumeur limitée a son point d'origine avec ablation compléte ou incompléte.

1B Les ganglions du céte atteint ne sont pas inclus dans la tumeur mais sont atteints a l'analyse
histologigue.
Tumeur localisée a un seul cété, non extirpable, traversant la ligne médiane®. Il existe ou pas
d’'envahissement des ganglions régionnaux.
ou

il Tumeur localisée a un seul cété ou tumeur de Ia ligne médiane” avec envahissement des
ganglions des deux cétés.
* La ligne médiane franchie signifie le bord de la vertebre, du cété oppose a celui de la tumeur

A\ Tumeur, avec metastases (a I'exception des elements de |a définition du stade 4S).

VS Tumeur initiale limitée a son point d'origine, retirée totalement avec des métastases (foie, la
peau et/ou la moelle osseuse) sauf au niveau de ['os.

Tableau 1. International Neuroblastoma Staging System : Classification des différents stades du
neuroblastome selon des critéres exclusivement cliniques réévalués en 1993.

(D’apres IGR, 2004)

3-2- La classification internationale de la pathologie du neuroblastome (International
Neuroblastoma Pathology Classification)

La classification INPC a été développée et proposée par Shimada en 1999 (Shimada et

al., 1999). Elle inclut le degré de différenciation des neuroblastes, la composition du stroma,

I'index de mitose-karyorrhexis et I'age, et permettait de distinguer quatre sous groupes

présentés dans le tableau (Tableau 2).
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Dénomination Stroma Sous-type des cellules

neuroblastiques

-Indifferencie
-Peu différencie
-Differenciant

Riche Multiples foyers microscopiques de cellules
neuroblastiques

Riche par place  -Nodules macroscopigues a stroma pauvre
Pauvre par place -inclus dans de larges zones a stroma nche

Riche Schwannien predominant

Tableau 2. Classification INPC

(D’apres IGR, 2006)

L'INPC a évolué sur la base de la classification de Shimada en 2003 (Sano et al., 2006)

et posséde maintenant des composantes pathologiques classées comme histologiquement

favorable ou défavorable. Les criteres histologiques de mauvais pronostic selon la

classification de Shimada sont :

- Un neuroblastome a stroma riche nodulaire

- Un neuroblastome a stroma pauvre si :

+

+

+

+

age supérieur a 5 ans
histologie indifférenciée depuis 1 an et demi
MKI supérieur a 100 apres 1 an et demi

MKI supérieur a 200 apres 1 an et demi

Les facteurs histologiques de bons pronostics sont :

- Un stroma riche non nodulaire a tout age

- Un stroma pauvre différencié avec un MKI inférieur a 100 et un age compris entre
lanetdemiet5ans

- Un stroma pauvre avec un MKI inférieur a 200 et un age inférieur a 1 an

31




Dans la classification INPC, une tumeur non différenciée avec un stroma riche et un

score MKI élevé est de mauvais pronostic.

3-3- Le groupe de risque international du neuroblastome (International Neuroblastoma
Risk Group)

Suite a ces travaux, I'INRG, un panel d’experts internationaux, a mis en place un
nouveau systeme (Monclair et al, 2009) de classification basé sur la validation de 13 facteurs
cliniques, biologiques, génétiques et histologiques qui ont été mis en évidence dans
différentes études (Tableau 3). Le systeme de classification INRG a permis I'élaboration de
protocoles de prétraitement en fonction du risque, applicable dans le monde entier. L'INRG
collecte actuellement les données les plus interprétables de nombreuses études pour la mise

en place de futures stratégies de traitements.

Grade de
Stade ) différentiation de Altération Groupe de risque avant
INRG  Age imois Histologie la tumeur MYCN dellq Ploidie traitement
GN mature GNB 3
bas
L2 ‘intermixed" A Trés bas
‘i tous saut GN mature i B Trés bas
ou GNB "intermixed Amp K haut
2 tous sauf GN mature Non D Bas
<18 ou GNB "intermixed” NA " cbt
Oul G Intermédiaire
>18 s Non [ Bas
Différencié NA
Oui
GNB Nodulaire ; NB  peu différencié H Intermédiaire
ou indifférencié NA
A N Haut
M <18 NA Hyperdiploide  F Bas
<12 NA Diplaide | intermédiaire
12a<18 NA Diploide J Intermédiaire
<18 Amp O Haut
z 18 P Haut
MS Non C Tris bas
NA
<18 Oul Q Haut
Amp R Haut

Tableau 3. International Neuroblastoma Risk Group : Classification des différents stades tumoraux
du neuroblastome en fonction de facteurs cliniques, biologiques, histologiques.

NA : Non amplifiée, GN : ganglioneurome, GNB : ganglioneuroblastome nodulaire.

(D’aprés Cohn et al., 2009)
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3-4- Le Groupe d’Oncologie Pédiatrique (The Children’s Oncology Group) (Monrovia,
Californie, USA)

Le COG utilise comme facteurs principaux dans la classification du risque : I'age, le
stade post-chirurgical, I'amplification de I'oncogéne v-myc myelocytomatosis viral related
oncogene neuroblastoma derived (MYCN), des facteurs histologiques définis par le modéle
de Shimida et la ploidie de la cellule tumorale des patients (Mueller et Matthay, 2009).
L’actualisation de ces classifications permet d’améliorer les protocoles préexistants mais
également de développer de nouvelles voies de recherche avec I'inclusion progressive de ces

nouveaux facteurs dans ces classifications.

4- Les manifestations cliniques

4-1- Les symptomes liés a la tumeur

L'ensemble de ces symptdémes cliniques font du neuroblastome une maladie difficile a
diagnostiquer et nécessite la mise en place d’examens complémentaires. Les symptdmes
cliniques de cette pathologie sont directement liés aux sites d’implantation de la maladie.
Les signes cliniques révélateurs sont, soit en rapport avec la tumeur primitive, le plus
souvent abdominale, explorée par échographie et scanner, soit en rapport avec les
métastases, qui sont le plus souvent hépatiques chez les nourrissons et ostéomédullaires
chez I’enfant de plus d’un an (IGR, 2004).

Les patients avec un site de développement de la tumeur au niveau abdominal sont
susceptibles de développer des distensions, des douleurs et méme des occlusions
intestinales. Les patients présentant une compression des vaisseaux sanguins rénaux par la
tumeur ou une hypersécrétion de cathécolamines, peuvent développer une hypertension

artérielle vasculaire.
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4-2- Les symptomes liés aux métastases

D’autres symptomes liés aux sites d’implantation des métastases peuvent étre
observés comme des douleurs localisées, une démarche douloureuse, des enflures
périorbitaires et des ecchymoses provenant de l'infiltration de la tumeur dans les tissus sains
et les os (Mueller et Matthay, 2009). Les patients ayant un neuroblastome au niveau du cou
peuvent présenter des difficultés pour avaler et pour respirer. L’hépatomégalie est le
symptome dominant pour certaines formes métastiques observées chez le nourisson (IGR,
2004).

Les patients présentant le stade IV S de la pathologie, définie par I'International
Neuroblastoma Staging System (INSS) (Brodeur et al., 1993), peuvent développer des Iésions
de la peau avec une décoloration bleuatre et un syndrome lié a la présence de métastases

hépatiques : le syndrome de Pepper.

4-3- Le neuroblastome en sablier

Le neuroblastome en sablier est une lésion paravertébrale touchant essentiellement
les enfants de moins de un an. Il comprime la moelle épiniére, ce qui entraine une paralysie
des membres inférieurs et des troubles de la sensibilité (IGR, 2004) mais également des
troubles plus discrets comme des troubles de la miction et de la défécation qui sont plus
difficiles a interpréter chez ces jeunes enfants. Ces complications deviennent définitives et
nécessitent une chimiothérapie d’urgence pouvant dans certains cas étre associé a un geste

neurochirugical.

4-4- Les syndromes associés

4-4-1- Le syndrome de Pepper

Ce syndrome est essentiellement observé chez les enfants atteints d’un
neuroblastome a un stade IV S, présentant des métastases hépatiques. Le syndrome de

Pepper est marqué par l'installation rapide d'une hépatomégalie massive, homogene, tres
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ferme, a surface plus ou moins irréguliére, pouvant occuper tout I'abdomen dont la peau
devient tendue et luisante (Lee et al.,, 2002), masquant ainsi la tumeur primitive. Cette

hépatomégalie peut générer des troubles respiratoires compressifs (IGR, 2004).

4-4-2- Le syndrome de Kerner-Morrison

Le syndrome de Kerner-Morisson se traduit par des diarrhées prolongées, avec une
déshydratation et des pertes en potassium da a la sécrétion du vasoactive intestinal peptide

(VIP) par la tumeur (Chu et al., 2011).

4-4-3- Le syndrome d’Horner

Le syndrome d’Horner est un trouble neurologique lié a la compression du ganglion
cervical sympathique par la tumeur. Il entraine diverses symptémes comme un ptosis
homolatéral (paupieres tombantes), un myosis ou encore une incapacité a transpirer du coté

affecté du visage (Gagan E. et al., 2010).
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5- Les examens complémentaires

5-1- Dosage des métabolites urinaires

Tous les patients sont soumis a des analyses incluant une évaluation du taux des

catécholamines urinaires et plus particulierement le taux d’acide vanillyimandélique (VMA)

et d’acide homovallinique (HVA) qui sont élevés chez plus de 95 % des patients atteints de

neuroblastome (Figure 2).

Le dosage des cathécolamines donne des indications importantes. En effet, la quantité

de métabolites des cathécolamines est proportionnelle a la masse tumorale pour les stades

IV et IV S (classification INRG). De plus, la normalisation de ces métabolites est de bon

pronostic lors du suivi thérapeutique mais ne signifie pas systématiquement une rémission.

PHENYLALAHNINE
L Pie ryBiEIe bydroytare

TYROSINE
Tyros ine bydrorytase

DOPA DOPAdecamoxyiase

Mao | |
o] MHPE |

3-methoxydopamine

COomMT

Aride 3-0 d-OH . | HVA

phéry acstique ]
fgide homavan #iqus
Mao
Nor-métanephrine =3 VA

#cld s vanylmandallqus

Acide di-OH
mandélique

MAaD | |
o MHPG
MEtanEphrine  s— -

. MAO: Monodmine Cwydase
COMT: C atéchol- O-h Ethyl-

MHPE: Methoxy-HydhoxyFherol-Ethanol

Transférase MHPG: MethoxHy droxy PherykGheal

Figure 2. Métabolisme des cathécolamines

(D’aprés IGR, 2004)
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5-2- Bilan loco-régional par imagerie médicale

5-2-1- L’échographie abdominale

Quand la tumeur est abdominale ou pelvienne, on I'explore d’abord par une échographie.
Cet examen permet de voir et mesurer la tumeur, d’analyser ses relations avec les organes
de voisinage et d’identifier des ganglions proches. De plus, I'échographie permet de guider

une biopsie a l'aiguille fine indispensable pour I'étude de la biologie tumorale (IGR, 2006).

5-2-2- Le scanner

Le scanner, avec injection de produit de contraste, permet de localiser avec précision
la tumeur primitive. Il donne une vision globale de I'espace anatomique concerné : cavité
abdominale, thorax, région cervico-thoracique ou pelvis. On peut ainsi apprécier I'extension
et I'opérabilité. Les appareils actuels permettent la reconstitution aisée d’'images en trois
dimensions rendant I'appréciation de I'opérabilité plus facile. Il montre la tumeur sous
I'aspect d’une masse solide, comportant des calcifications dans plus de 80% des cas.
L'examen permet I'analyse des rapports de la tumeur et des ganglions avec les organes de
voisinage et les gros vaisseaux. L’'examen visualise parfois une extension dans le canal formé
par les vertébres contenant la moelle épiniére : tumeur dite “ en sablier ”. On distingue trois

stades d’extension loco-régionale, identifiables au scanner (Figure 3).

¥ Stades ¥ Particularités anatomiques tumorales

| Tumeur nettement séparée des structures de
voisinage, en particulier des vaisseaux, par
un liseré graisseux

1 Tumeur volumineuse et/ou située au contact
des axes vasculaires qu'elle refoule sans qu'il
soit possible de savoir s'il s'agit d'un simple
contact ou d'une simple adhérence

1 Tumeur englobant un ou plusieurs axes vas-
culaires non resecables, tels que l'aorte et
ses pricipales branches collatérales : tronc
coeliague et les arteres mésenteériques supe-
rieures et inférieures

Figure 3 : Les stades d’extension loco-régionnales observables avec le scanner.

(IGR, 2004)
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5-2-3- L'Imagerie par Résonnance Magnétique

L'IRM est complémentaire du couple échographie-scanner. Elle est surtout tres
performante pour visualiser les tumeurs en sablier. Cette extension est fréquente si la
tumeur est développée le long de la colonne vertébrale, en particulier au niveau du thorax.
(IGR, 2006). L'IRM présente I'avantage de ne pas irradier le patient et permet de confirmer
une atteinte médullaire localisée (IGR, 2004). L’analyse du scanner ou de I'IRM permettra de
décider de l'opérabilité de la tumeur au terme de discussions impliquant oncologue,
chirurgien, radiologue. Une tumeur est opérable quand une exérése complete peut étre faite

sans risque de complication grave, ni sacrifice d’organe (IGR, 2006).

5-2-4- La radiographie

Pour les neuroblastomes thoraciques, la radiographie du thorax de face et de profil

détecte la masse tumorale et la localise dans la partie postérieure du thorax. Il est

exceptionnel qu’il existe des métastases pulmonaires. (IGR, 2006)

5-3- Bilan d’extension métastatique

Les métastases osseuses sont évaluées par la méthode de la scintigraphie au Tc-99-
diphosphonate. La scintigraphie est une méthode d’imagerie médicale qui procede par
I’administration d’isotopes radioactifs afin de produire une image médicale, par la détection
des rayonnements émis par ces isotopes aprés captation par les organes ou les tumeurs a
examiner. Les radiographies du squelette ont un réle limité et ne sont pas nécessaires
excepté pour préciser des lésions douteuses trouvées sur la scintigraphie osseuse (Mueller
et Matthay, 2009).

La scintigraphie avec [l'utilisation de la métaiodobenzylguanidine est également
acceptée et utilisée pour sa sensitivité et sa spécificité supérieure aux autres techniques
aussi bien pour l'identification du stade initial de la tumeur que pour la surveillance de la

maladie et la réponse des cellules tumorales aux traitements, plus particulierement chez les
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enfants ayant un risque élevé (Leung et al., 1997 ; Katzenstein et al., 2004). La MIBG est un
radiopharmaceutique qui présente une structure analogue a la noradrénaline et qui
s’accumule dans les tissus adrénergiques pouvant ainsi permettre la localisation des
tumeurs.

Une aspiration de la moelle osseuse hématopoiétique, pour les métastases
médullaires, ou une biopsie sont des éléments indispensables dans I'établissement du
diagnostic de cette pathologie. Le diagnostic de la tumeur primitive est établi a partir des
techniques d’imageries médicales comme I'IRM, le scanner et par la mise en évidence d'un
taux élevé des métabolites des catécholamines urinaires (VMA, HVA). La scintigraphie a la
MIBG et le bilan médullaire sont utilisés pour la recherche de métastases. La biopsie

tumorale confirme le diagnostic et permet la classification de la tumeur (Orphanet, 2013).

Figure 4 : Scintigraphie MIBG a lI'iode 131 utilisé chez un enfant atteint de neuroblastome.

(D’aprés Howman-Giles et al., 2007)
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6- Les facteurs pronostiques

6-1- Le stade d’extension

Comme de nombreuses tumeurs, la vitesse de développement et d’extension des
cellules tumorales est un fort facteur prédictif de la survie du patient.

En 2005, aprés de nombreuses révisions, le systeme de classification INRG a été mis en
place. Ce systeme de classification, utilisant des techniques d’imageries préopératoires, a été
désigné comme étant plus robuste et plus reproductible que les données opératoires
utilisées dans les précédents systémes comme dans la classification INSS (Monclair et al.,

2009).

6-2- L’age

De nombreuses études, ont confirmé la capacité prédictive de I'age dans le pronostic
du neuroblastome. Par convention, I’age limite utilisé pour déterminer le risque de mauvais
pronostic par la majorité des groupes de coopération est de 12 mois (Brodeur et al., 1997).
Cependant, des analyses récentes du COG et des études sur des cohortes européennes ont
indiqué que I'age favorable peut étre étendu jusqu’a 18 mois (London et al., 2005 ; London
et al., 2005).

Chez I'adolescent, la tumeur se comporte de maniere plus indolente mais a un
pronostic plus défavorable. Cependant, dans ce cas, I’age n’a pas été utilisé comme critere
pour créer une séparation des différents traitements dans la classification des risques

(Brodeur et al., 1997 ; Esiashvili et al., 2007).

6-3- Les marqueurs sériques

De nombreux marqueurs dans le neuroblastome ont été identifiés. Ils ont soit un
potentiel prédictif important permettant d’évaluer I'issue de la maladie au moment du

diagnostic, soit une corrélation avec le risque de rechute évalué lors du suivi de la
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pathologie. L'apparition de signes cliniques de mauvais pronostic, associés a une élévation
des marqueurs sériqgues au moment du diagnostic, incluant la ferritine sérique (> 142
ng/mL), la lactate déshydrogénase (> 1500 UI/L) et la neurone-spécifique énolase (> 100
ng/mL) conduit a un pronostic défavorable du patient (Shustter et al., 1992 ; Berthold et al.,
1991). Ces marqueurs ne sont toutefois pas spécifiques du neuroblastome et aucun d’eux
n’est utilisé pour la classification initiale du risque et la sélection des traitements (Mueller et

Matthay, 2009).

6-4- Les marqueurs génétiques et moléculaires

La biologie de la tumeur est un élément indispensable pour déterminer le risque et les
traitements recommandés (Maris et al., 1999 ; Joshi et al., 1993). La biologie de la tumeur
est déterminée par la composition histologique de son tissu. Les récentes avancées dans les
analyses cytogénétiques de la tumeur, rendront possible lidentification de nouvelles
aberrations génétiques spécifiques qui deviendront I'un des marqueurs prédictifs les plus

significatifs des tumeurs.

6-4-1- L'oncogéne MYCN

L'oncogéne MYCN est localisé sur le locus 2p24 et amplifié, sous forme
extrachromosomique ou intrachromosomique, dans 17 a 20 % des cas de neuroblastome
tout stade confondu, et dans 30 a 40 % des patients a risque élevé. Cette amplification
génétique est limitée au tissu tumoral et plus fréquemment rencontrée en cas de
métastases (Tonini et al., 1997 ; Brodeur et al., 1985). Cet oncogene est déterminé par de
nombreuses techniques comme le Southern Blot, la PCR, I'immunocytochimie ou
I’hybridation en fluorescence in situ. Cette derniére technique permet a partir d’'une dizaine
de cellules de déterminer le degré de variabilité de I'amplification au sein d’une population
cellulaire d’'une méme tumeur (Sartelet et al., 2002).

Une amplification de I'oncogéne MYCN de plus de 10 copies est fortement associée a
une histologie défavorable, a un stade avancé de la pathologie, a un comportement tumoral
agressif et a un risque élevé de rechute (Bagatell et al., 2009 ; Moreau et al., 2006 ; Ambros

et al., 2009). En I'absence d’amplification du géne MYCN, le niveau d’expression de cette
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protéine n’est pas directement corrélé au pronostic du neuroblastome (Bordow et al., 1998,
Cohn et al., 2000). Celle-ci forme avec la protéine MAX un hétérodimeére responsable de
I’activation de plusieurs génes impliqués dans la progression du cycle cellulaire (Norris et al.,
1997 ; Shohet et al., 2002). Le mécanisme exact par lequel ce facteur de transcription

conduit a des phénotypes plus agressifs reste inconnu.

6-4-2- La ploidie de la cellule tumorale

La ploidie de la cellule tumorale est un autre marqueur prédictif pour prédire
I’évolution des patients atteints de neuroblastome. La valeur pronostique de ce facteur a été
démontrée comme étant la plus significative chez les enfants de moins d’1 an, présentant un
stade 4 avec un nombre normal de copie du géne MYCN (Look et al., 1991 ; Bowman et al.,
1997 ; George et al., 2005; Schneiderman et al., 2008) et est évaluée par le rapport de
I'index d’ADN (DI). L’index d’ADN se définit comme étant le contenu d’ADN nucléaire
mesuré d’une cellule tumorale par rapport a celui attendu dans une cellule diploide normale.
Une étude récente a mis en évidence une augmentation des taux de survie a 11 ans avec un
taux de 94 % pour les individus présentant un DI > 1 et un taux de 52 % pour les patients
ayant un DI =1 et montre I'intérét de ce marqueur dans I’évaluation du pronostic de I’enfant

(Bagatell et al., 2005).

6-4-3- Les anomalies cytogénétiques clonales

Aucune de ces anomalies n’est spécifique et elles ne se retrouvent pas dans la totalité
des cas de neuroblastome, mais certaines ont une valeur pronostique significative (Tableau
4). Cependant il existe une corrélation entre I'existence d’une délétion clonale 1p36 et le
gain chromosomique 17q (Bown et al., 1999), mais également une corrélation entre d’'une
délétion clonale 1p36 et les caractéristiques préalablement identifiées d’un neuroblastome
aggressif. Le marqueur 1p36 pourrait ainsi étre associé a une fréquence élevée des rechutes

sans influer significativement sur la survie (Maris et al., 2002).
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Anomalies chromosomiques récurrentes observées dans les neuroblastomes

Anomalie chromosomigue Locus impliqué Corrélation avec I'amplification de MYCN Signification pronostique globale
17q+ 17q21-qter oui (directe) défavorable

Ip- Ip36 oui (directe) défavorable

I1g- 11q23 oui (inverse) défavorable

14q- 14¢23-qter oui (inverse) incertaine

Tableau 4. Les principales anomalies cytogénétiques clonales rencontrées dans le neuroblastome.

(D’apres Pérel et al., 2004)

6-4-5- Neurotrophines et récepteurs

Les neurotrophines (NGF : neuronal growth factor et BDNF : brain-derived neurotrophic
factor) interviennent au cours du développement du systéme nerveux central par
I'intermédiaire de récepteurs a tyrosine kinase trk-a et trk-b (Pérel et al., 2004). L’expression
différentielle des récepteurs trk est étroitement liée aux caractéristiques évolutives des
neuroblastomes. L'expression a un niveau élevé de trk-a est spécifiquement observée dans
les neuroblastomes de stade limité et sans amplification de MYCN, alors qu’un niveau élevé
de trk-b est exprimé dans les neuroblastomes agressifs ou avec amplification de MYCN, et a
un niveau faible ou sous une forme tronquée dans les neuroblastomes d’évolution favorable

(Nakagawara et al., 1992 ; Nakagawara et al., 1993 ; Suzuki et al., 1993).

7- Les thérapies actuelles dans le neuroblastome

L'hétérogénéité observée entre les différentes formes de neuroblastomes a conduit a

modifier la prise en charge existante au profit de deux stratégies :

- Dans le cas des tumeurs a pronostic favorable : I'allegement de la thérapie est préconisé

avec l'utilisation parfois seule de la chirurgie.

- Dans le cas des tumeurs agressives : la tendance est a I'intensification de la prise en charge
avec l'utilisation de la chirurgie combinée a la chimiothérapie myéloabblative, la

radiothérapie et parfois la greffe de cellules souches autologues. Malgré |'utilisation de ces
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thérapies lourdes, de nombreux patients rechutent et meurent des suites de leur maladie.
L'utilisation de I'immunothérapie en phase clinique et plus particulierement de I'anticorps
ch14.18 associé a différentes cytokines et autres molécules (Yu et al., 2009) a démontré une
efficacité importante dans la prévention de ces rechutes et une amélioration de la survie de

ces patients.

7-1- lachirurgie

La chirurgie est utilisée dans les stades de la pathologie, elle consiste en une exérese
partielle ou totale de la tumeur. Elle peut étre précédée de la chimiothérapie ou la
radiothérapie pour diminuer la taille de la tumeur (Kushner et al., 2003). Son utilisation
dépend de la taille de la tumeur mais également de sa localisation et de son stade. Elle est
utilisée en premiere intention excepté pour les stades métastatiques. Cet acte chirurgical est

toujours soumis a une évaluation bénéfice/risque. La proximité de tissus nerveux ou de gros

vaisseaux sanguins est le principal risque de complications lors de I'acte chirurgical (Tableau

5).

Stade tumoral Description

L1 Tumeur localisée non impliquée dans les

structures vitales, définie par la liste des facteurs

de risques définis par imagerie (IRDF), et limitée
a un seul compartiment

L2 Tumeur loco-régionale avec la présence d’un ou
plusieurs IRDF

M Stade métastatique distant (excepté stade MS)

MS Stade métastatique chez I'enfant de moins de 18
mois avec des métastases limitées a la peau, le
foie et la moelle osseuse

Tableau 5 : Description des nouveaux stades tumoraux INRG

(D’apreés Brisse H.J. et al, 2011)
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7-2- La chimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement médicamenteux non spécifique entrainant la
destruction des cellules tumorales mais également des cellules saines et par conséquent
responsables d’effets indésirables importants chez le patient. La chimiothérapie initiale reste
capitale dans la stratégie de traitement du neuroblastome. En effet, il s’agit d’'une tumeur

chimiosensible et 60% des patients ont des métastases au moment du diagnostic (IGR, 2006).

La prise en charge du neuroblastome s’effectue en quatre phases (Mueller et Matthay,

2009) :
- le contréle local de la tumeur
- I'induction de la rémission
- la consolidation de la rémission
- la phase de maintien ou I'objectif est de supprimer la maladie résiduelle

La phase d’induction est constituée de fortes doses de cisplatine et d’étoposide associé avec
des cures en alternance de vincristine, de doxorobucine et de cyclophosphamide (Kushner et
al., 1994). Le topotécan est récemment utilisé aprés avoir prouvé son intérét dans la
prévention des rechutes (Langler et al.,, 2002 ; Garaventa et al.,, 2003). Les traitements
d’induction permettent d’obtenir des réponses significatives dans 70 a 80 % des cas. Pour les
tumeurs inopérables d’emblée (stade L2) la chimiothérapie permet de réduire la taille et
ainsi d’en faciliter I'ablation complete dans un second temps. Dans tous les cas, elle est

utilisée dans le traitement préventif ou curatif des métastases (IGR, 2006).

7-3- La greffe de cellules souches hématopoiétiques

L'objectif de ce traitement est le renouvellement complet de la moelle osseuse
hématopoiétique d’un patient lorsque celle-ci est atteinte par des cellules cancéreuses dans

les formes les plus graves de neuroblastome. Les cellules de la moelle osseuse
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hématopoiétique sont entierement éliminées a I'aide d’'une chimiothérapie ou radiothérapie
myéloabblative. On réinjecte par la suite des cellules souches hématopoiétiques
préalablement prélevées chez le malade. Ces cellules possedent la capacité de recoloniser la
moelle osseuse hématopoiétique et de renouveler les différentes populations sanguines
permettant ainsi de limiter I'aplasie médullaire. Cette technique permet de diminuer le
risque de rechute par rapport a un traitement de consolidation par chimiothérapie simple
liée a la présence de cellules tumorales résiduelles naturellement chimiorésistantes.

Un essai clinique, le HR-NBL1/SIOPEN, a récemment montré la supériorité de
I’association busulfan/méphalan (deux agents myéloablatifs) utilisée en Europe versus
I'association carboplatine, étoposide, méphalan utilisé aux Etats-Unis chez des patients au
stade métastatique. En effet, le taux de survie a 3 ans est de 60 % avec cette association
alors qu’il nest que de 48 % avec la carboplatine, I'étoposide et le méphalan. Le
pourcentage de rechute et de progression de la maladie est également plus faible avec le
busulfan et méphalan, 48 % versus 60 % avec la carboplatine, I'étoposide et le méphalan.
L'utilisation de cette association est par conséquent recommandée comme standard dans la

chimiothérapie myéloablative (SIOPEN, 2012).

7-4- Laradiothérapie

La radiothérapie utilise la radioactivité pour détruire les cellules tumorales tout en
minimisant I'effet sur les cellules saines avoisinantes. Le neuroblastome est une tumeur
radiosensible. Néanmoins, la place de la radiothérapie dans le traitement fait toujours I'objet
de discussions. Le risque de séquelles chez I'enfant de moins de 5 ans (grande majorité des
enfants traités pour NB) conditionne, pour une large part, les discussions autour du rapport
bénéfice/risque de cet outil thérapeutique (IGR, 2006). Cependant dans les formes,
amplifiant MYCN, l'irradiation du site de la tumeur primitive apres chimiothérapie et
chirurgie complete est considérée comme le plus souvent nécessaire. Elle peut étre
également utilisée a titre palliatif dans les stades présentant des métastases osseuses

douloureuses (IGR, 2006)
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7-5-

Les indications thérapeutiques

En fonction du stade de la pathologie et des différents facteurs pronostics évoqués

précédemment, plusieurs schémas thérapeutiques sont envisageables (Tableau 6).

Faible risque

Risque intermédiaire

Haut risque

Stade 4 S

Histologie Tumeur Tumeur localisée avec Métastastases ostéo- Métastases
localisée extension médullaires (sauf enfants < hépatiques et
locorégionale aux 1an) cutanées (avec
ganglions faible
lymphatiques envahissement
médullaire) chez
I'enfant <1 an
Génomique Chromosomes Chromosomes entiers Abérations Chromosomes
tumorale entiers chromosomiques entiers
segmentaires
Traitements Chirurgie Chimiothérapie Radiothérapie, Chimiothérapie a
modérée et/ou chimiothérapie a haute dose | faible dose et/ou
chirurgie et chirurgie ou radiothérapie si
chimiothérapie pronostic vital
myeloablative avec greffe engagé par
de cellules souches métastases
hématopoietiques, hépatiques
traitements par anticorps
anti-GD2 et isotrétinoine
(USA)
Taux de >98 % 90395 % 40a50% >90%

survie a 5 ans

Tableau 6 : Prise en charge du neuroblastome en fonction du stade de la maladie

(D’apres Maris J.M., 2010)
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8- La prise en charge de I’enfant en oncologie pédiatrique

8-1- Particularités et difficultés diagnostiques d’une tumeur chez I'’enfant

Une notion qui parait essentielle dans le diagnostic d’une tumeur chez I'enfant est la
rapidité. En effet, les cancers de I'enfant évoluent tres vite de quelques semaines a quelques
jours selon les tumeurs.

Une série d’examens basée sur I'examen clinique, I'imagerie médicale et le diagnostic
biologique est réalisée. Ces examens sont complémentaires et nécessaires pour classer

rapidemment et avec précision le stade de la pathologie (IGR, 2012).

8-2- L’annonce du diagnostic

L'annonce du diagnostic est une étape décisive de la prise en charge en oncologie
pédiatrique. Le dispositif d’annonce débute dés I'accueil de I'enfant et de ses parents et se
poursuit tout au long des étapes de la maladie. L'objectif est de délivrer une information
claire et compléete, mais également progressive et adaptée, tout en favorisant I'expression
de I'enfant et de sa famille (IGR, 2012).

Ce temps est indispensable pour établir une alliance thérapeutique avec I'enfant et
ses parents. Une prise en charge psychologique est mise en place pour I'enfant mais
également pour ses parents et ses fréeres et sceurs. L'information donnée a I'enfant doit
également prendre en compte le niveau de compréhension des parents et leur capacité a

accepter que I'on informe.

8-3- Le traitement de I’h6pital au domicile du patient

Dans certains cas, des jeunes patients rentrent chez eux avec un dispositif permettant
la poursuite du traitement. L'intervention d’une infirmiere libérale a domicile est nécessaire
pour retirer ce dispositif. Avant tout retour a domicile, un entretien avec l'infirmiére est mis

en place et permet également de faire le point avec le patient sur sa compréhension vis-a-vis
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de la maladie et des éventuels effets secondaires liés au traitement qui peuvent apparaitre

dans les jours qui suivent sa sortie (IGR, 2012).

8-4- Lerole du psychologue pour une prise en charge globale

L'accompagnement de I'enfant et de ses proches par des psychiatres ou psychologues
cliniciens est nécessaire. Des entretiens réguliers avec un psychiatre ou un psychologue sont
tres utiles. lls permettent a I'enfant d’exprimer ses peurs, ses chagrins et sa solitude (IGR,
2012) mais aussi aux parents de montrer leurs angoisses. lls sont également indispensables
pour maintenir 'alliance thérapeutique et éviter toute méfiance de I'enfant et de ses

proches face a un changement de protocole thérapeutique.

8-5- Prise en charge palliative dans le neuroblastome

L'objectif des soins palliatifs est de soulager les douleurs physiques de I’enfant atteint
d’'une maladie grave, évolutive ou terminale. lls prennent en comptent également la
souffrance psychologique et sociale de I'enfant et des parents. Ces accompagnements sont
interdisciplinaires.

La prise en charge palliative du patient atteint de neuroblastome est basée sur le
traitement symptomatique des effets secondaires liés a la prise en charge des formes les
plus agressives comme les douleurs post-opératoires et les complications liées a la
chimiothérapie ou la radiothérapie. La prise en charge psychologique et I'’écoute du patient

sont essentiels dans le traitement des symptémes les plus invalidants.

9- Les associations de patients

9-1- L’association Hubert Gouin

L’association Hubert Gouin “ Enfance & Cancer” a été créée en 2004 par Anne et
Olivier Gouin suite au décés de leur fils Hubert atteint d’un neuroblastome.
Cette association a pour but d’aider et de promouvoir la recherche en oncologie

pédiatrique, notamment sur le neuroblastome, afin de donner aux enfants des traitements
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mieux ciblés, moins invasifs et mieux différenciés (Enfance et cancer, 2012). Les deux
principales lignes d’action de cette association sont :
- L'organisation d’évenements annuels et ponctuels, sportifs et culturels ;
- La création de partenariat avec des entreprises nationales et internationales.
Plus de 94 % des fonds de cette association sont reversés aux projets de recherche sur
le cancer de I'enfant, qui sont sélectionnés par un comité scientifique sur appel d’offre

annuel.

9-2- L’association les Bagouz a Manon

Créée en 2005 par Anne Herbert-Bertonnier, suite au déces de sa fille atteinte d’un
Neuroblastome, il y a tout juste 10 ans. L’association fabrique et vend ses bijoux créés par un
collectif de mamans, organise des événements et collecte des dons pour financer
directement les travaux de recherche les plus innovants sur les cancers de l'enfant, et le

neuroblastome en particulier.

9-3- L’association la Hulotte

L’Association loi 1901 créée en novembre 2006 pour soutenir des causes difficiles et
trop souvent isolées. L'objectif de la hulotte est trés clairement de soutenir la recherche et

toutes les actions autour du cancer de I'enfant (La Hulotte, 2012).

9-4- Lafédération Enfants et Santé

L'association Enfants et Santé est créée le 16  juin 1998.
Cette association déclarée régie par la loi de 1901, est reconnue d'Utilité Publique par le
décret du 14 décembre 2005. Cette association lutte contre les cancers de I'enfant et de
I’adolescent.

Aujourd’hui, la Fédération Enfants et Santé et ses 13 associations régionales organisent

des conférences, manifestations médiatiques, et autres événements dans le but d'informer
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et de sensibiliser le public aux cancers et leucémies de I'enfant et de I'adolescent (Enfant et

santé, 2012).

9-5- L’étoile de Martin

L'association a été fondée en septembre 2006 a la suite du décés de Martin, atteint
d'une tumeur au cerveau. L'association fédere et accueille des familles concernées par la
maladie d'un enfant, mais également toute personne touchée par la cause et souhaitant
s'engager a ses cOtés. L'association, reconnue d'intérét général, soutient la recherche sur les
cancers de |'enfant et offre des moments de plaisir et de détente a des enfants hospitalisés.
L'association est notamment soutenue par Estelle Denis et Fabrice Santoro (Etoile de Martin,

2006).
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lI- Les nouveaux marqueurs et les
cibles thérapeutiques émergentes
dans le neuroblastome
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1- Les nouveaux marqueurs

Face a la difficulté de diagnostiquer cette pathologie rare, de nouveaux marqueurs
diagnostiques et pronostiques sont indispendables pour prendre en charge plus
précocément ces enfants. La recherche met en évidence de nouveaux marqueurs
épigénétiques et génétiques plus spécifiques et précoces du cancer que les marqueurs
biologiques actuellement utilisés. Certains de ces marqueurs sont plus spécifiques du
neuroblastome. L'identification de ces marqueurs par les techniques actuelles de biologie
moléculaire pourrait permettre la prise en charge plus précoce de ces patients. Cependant
devant la rareté de la maladie, il est nécessaire d’identifier un marqueur spécifique du
neuroblastome pour exclure le diagnostic de neuroblastome, pour que cette analyse

génétique ou épigénitique soit réalisable au niveau hospitalier.

1-1- Les marqueurs épigénétiques

1-1-1- Role biologique de I'épigénétigue

L’épigénétique a été définie pour la premiere fois par C. Waddington au début des
années quarante pour expliquer les modifications génétiques qui ne suivaient pas les
variations phénotypiques et I'interaction entre les genes et I'environnement (Waddington,
1942). Récemment I'épigénétique se référe a I'étude des changements hérités de la méiose
ou de la mitose, dans I'expression des genes en I'absence de mutations dans la séquence
d’ADN (Berger et al., 2009). Les régulations épigénétiques incluent deux processus qui sont
la méthylation de I’ADN et les modifications covalentes des histones.

La méthylation de '’ADN débute a I'extrémité 5’ de I’ADN au niveau d’une cytosine a
I'intérieur d’un Tlot de di-nucléotides CpG. Les trois principales DNMT sont la DNMT1, DNMT
3A et la DNMT 3B. La DNMT 1 maintient le profil de méthylation de I’ADN existant suite a la
réplication de I’ADN. La DNMT 3A et la DNMT 3B sont des enzymes qui vont déméthyler des
sites CpGs. Les sites CpG sont soit concentrés dans les flots CpG, qui sont des séquences
courtes de I’ADN riches en CpG localisées dans 60 % des promoteurs des génes soit ils sont

localisés dans des régions plus larges de séquences répétitives comme les centromeres ou
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les rétrotransposons (Rodriguez-Paredes et Esteller, 2011). Bien que dans la plupart des
tissus en cours de développement et différenciés, la majorité des flots CpGs ne soit pas
modifiée, la méthylation de la plupart des CpG permettent de prévenir de l'instabilité
chromosomique (Suzuki et Bird, 2008) et donc de certaines pathologies comme le cancer.
Les histones sont des enzymes intervenant également dans les processus
épigénétiques, au niveau de la structure des chromatines, et qui peuvent subir de multiples
modifications post-traductionnelle (Kouzarides, 2007), en particulier au niveau de la queue
N-terminale. Des enzymes comme les HAT ou les HDAC, sont responsables de I'ajout ou de Ia
suppression de modifications. Des combinaisons variées de modifications dans des régions
génomiques spécifigues comme “ histone code ” peuvent conduire a un état plus ouvert ou
plus refermé de la chromatine. Cette modification de la structure de la chromatine est

responsable de I'activation ou de la répression de |’expression de génes (Li et al., 2007).

1-1-2- Epigénénigue et cancer

Les pathologies cancéreuses sont également caractérisées par des aberrations
épigénétiques. Ces aberrations sont généralement caractérisées par un changement de la
méthylation de I’ADN et des altérations des modifications des histones (Figure 5). La
dérégulation épigénétique précéde les étapes préliminaires des événements de
transformation tumorale comme les mutations dans les genes suppresseurs de tumeurs, les
protooncogenes et linstabilité génomique (Feinberg, 2005). La désorganisation de la
machinerie épigénétique peut par conséquent provoquer I'expression aberrante des genes
et augmenter 'apparition de tous les processus caractéristiques du cancer chez les individus
atteints (Esteller, 2008).

Les cellules cancéreuses présentent au niveau du génome une hypométhylation et une
hyperméthylation des sites spécifiques CpGs (Esteller, 2008). Cette hypométhylation
aberrante de I’ADN conduit a I'activation de nombreux protooncogénes et aboutit a une
perte de I'empreinte (phénomene génétique qui réstreint I'expression d’un gene a un alléle :
perte de I'hétérozygotie) comme dans le cas du gene IGF-2 dans la tumeur de Wilms (Ogawa
et al, 1993). Cependant la plus importante dérégulation épigénétique dans les tumeurs
humaines concerne I’hyperméthylation des régions contenant des ilots CpGs et renfermant

des promoteurs de génes. Cette dérégulation entraine la perte d’expression de génes
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suppresseurs de tumeurs comme CDKN2A, MLH1, BRCA1 (Jones et Baylin, 2007) et favorise

le processus de cancérisation.

1-1-3- Le récepteur nucléaire se liant au domaine 1 de la protéine SET

D’autres modifications enzymatiques jouent un réle important dans le cancer. Le
NSD1, une histone méthyltransférase, est une enzyme impliquée dans la perte d’expression
de promoteurs par hyperméthylation dans le gliome et le neuroblastome (Rodriguez-
Paredes et Esteller, 2011). Cette mutation hétérozygote est responsable de syndrome
d’hyperprolifération chez I'enfant associé a un risque élevé de cancérogénése, appelé

syndrome de Sotos (Berdasco et al., 2009 ; Wang et al., 2007).

1-1-4- La protéine 2 liant un méthyl au CpG

La MeCP2 fait partie de la famille des protéines de liaison de méthyl (MBD). Cette
MeCP2 est essentielle pour le développement du cerveau humain et est impliquée dans le
développement de plusieurs types de cancers, en particulier le syndrome de Rett, ou dans
des perturbations du développement neuronal (Muotri et al., 2011; Gonzales et al., 2010). La
MeCP2 se lie spécifiqguement a des résidus méthylés d’ilots CpGs, localisés dans des régions
inactives et hétérochromatiques de I’ADN. Elle interagit également avec le facteur de
répression le SIN3A. Ce facteur recrute des histones déacétylases qui vont réprimer la
transcription des promoteurs méthylés. |l a été montré que cette protéine interagissait avec
le facteur de transcription MYCN dont I'amplification est un facteur prédictif de mauvais
résultat. La protéine MeCP2 a un effet répressif sur la transcription de nombreux genes,
excepté quand MeCP2 intéragit avec MYCN et d’autres facteurs de transcription (Derek et al.,
2011). Son interaction avec les régions promotrices de genes qui ont un role important dans
le développement du neuroblastome, comme les génes ALK ou BDNF, reste encore inconnue

(Derek et al., 2011).
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1-1-5- L’histone H3 triméthylée sur la lysine 4 et 27

Le géne du domaine d’interaction de la molécule 3B riche en bases AT (AT-rich
interaction domain molecule 3B) (ARID3B) et MYCN sont des génes exprimés et amplifiés
chez certains patients atteints de neuroblastome. Il a été observé que dans les cellules
embryonnaires, les génes principaux du développement cellulaire sont activés ou réprimés
en fonction d’'une combinaison de deux modifications de sens opposés, dans les régions
promotrices de ces génes, au niveau des histones H3K4m et H3K27m (Mikkelsen et al.,
2007). En effet, la triméthylation sur la lysine 4 de I’histone 3, H3K4me, a été décrite comme
étant responsable de I'activation de I'expression de génes, alors que la triméthylation de la
lysine 27 sur I'histone 3, H3K27, conduit a la répression de I'expression d’autres genes
(Rodriguez-Paredes et Esteller, 2011). Il a été montré récemment que la triméthylation de
H3K4 au lieu de H3K27 dans les cellules embryonnaires de souris est en partie responsable
de I'activation de ces oncogenes ARID3B et MYCN et du développement d’un processus
tumoral, alors que la triméthylation H3K27 au lieu de H3K4 se produit normalement au
cours de la différenciation de la créte neurale en cellules ganglionnaires sympathiques

matures (Kobayashi et al., 2012).
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Figure 5. Modéles de modifications des histones dans la cellule saine et tumorale.

Principales modifications sur les quatre histones dans la cellule normale. Ces modifications
contribuent a établir un état global et local de condensation et de décondensation de la chromatine.
Les principales perturbations dans la cellule cancéreuse sont représentées par les éclairs. (D’aprés
Rodriguez-Paredes et Esteller, 2011)
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Le rble des facteurs épigénétiques restent prépondérant dans les processus de
cancérisation. Les histones déacétylases interviennent dans linactivation de geénes
suppresseurs de tumeur tels que les génes codant pour les protéines p21WAF1/CIP1, p16,
p57Kip2, et p19INKAd. Il a été reporté que des inhibiteurs de ces histones déacétylases
pouvaient permettre la réexpression de génes suppresseurs de tumeurs et par conséquent
I’expression de ces protéines régulant le cycle cellulaire (Emanuele et al., 2008). D’autres
mutations au niveau génétique et moléculaire participent a ce processus de cancérisation

dans le neuroblastome.

1-2- Les marqueurs moléculaires

1-2-1- Les variants alléligues du gene du facteur de transcription activateur 1 de la

calmoduline

Le gene CAMTAL1 est localisé sur le chromosome 1p, délété dans 30 % des
neuroblastomes et plus particulierement sur le locus 1p36, dans la région 1p36.3. La
protéine CAMTAL est un régulateur du cycle cellulaire, et est exprimée principalement dans
le tissu neuronal (Nagase et al., 1998).

La sous expression de la protéine CAMTA1, due a des mutations génétiques, comme le
remplacement d’une cytosine par une thymidine en position 4007 (Henrich et al., 2007), est
prédictif d’'un mauvais pronostic (Hernrich et al., 2006). Deux autres mutations sur les
régions codantes de ce genes ont été décrites, comme la substitution 3531C > G et 3653A >
C, mais sont également retrouvées chez des individus sains (Henrich et al., 2007). Cette
mutation et la recherche d’autres mutations au sein du gene CAMTAL peuvent étre de

marqueurs potentiels intéressants dans le diagnostic et le pronostic du neuroblastome.
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1-2-2- Le polymorphe c¢.1810C>T du géne au récepteur tyrosine kinase de la

neutrophine

Le gene NTRK1 code pour le récepteur TrkA situé sur le locus 1q21-q22 et composé de
17 exons (Weier et al., 1995 ; Greco et al., 1993). Le polymorphisme de ce gene a été
observé dans un nombre restreint de cas de cancer de la prostate, de carcinome papillaire
de la thyroide et de neuroblastome (Scaruffi et al., 1999 ; Gimm et al., 1999 ; George et al.,
1998).

L’allele c.1810C>T a été observé dans 8,6 % des cas de neuroblastome sporadiques. La
présence de cet alléle est corrélée avec un taux de survie inférieur a 5 ans et avec des
phénoménes de rechute fréquent (Lipska et al., 2009). Aucune corrélation entre ce
marqueur potentiel et 'amplification de MYCN ou avec I’'age n’a été mise en évidence. Des
taux de survie inférieurs chez les enfants présentant ce polymorphisme ont été décrits et
encore plus particulierement chez les enfants de moins de 18 mois sans amplification de
MYCN. Lallele c.1810C>T semble étre un nouveau marqueur indépendant de mauvais
résultats chez les enfants atteints de neuroblastome, en particulier chez les enfants de

moins de 18 mois sans amplification de MYCN (Lipska et al., 2009).

1-2-3- Les micro-ARN miR-487b et miR-410

L'essor des biotechnologies a permis la découverte de I'expression de nombreux
micro-ARNs (miRNA) dans plusieurs types de cancer. Les mi-RNA sont de petites molécules
endogenes non codantes d’ARN qui régulent I'expression des genes par dégradation de
’ARNm ou par prévention de la traduction de séquences spécifiques incorrectes en
interagissant avec la région 3’ non traduite de ces ARNm (Gattolliat et al.,, 2011). La
dérégulation de I'expression de 157 miRNA localisés sur 32 loci, responsable de I'expression
de tumeurs a pronostic favorable ou défavorable, a été décrite dans le neuroblastome (Chen
Y. and Stallings R.L., 2007). Un grand nombre de ces loci sont sous exprimés dans les tumeurs
présentant une amplification de I'oncogene MYCN (Schulte et al., 2008; Bray et al., 2009) et
la sous-expression de 20 miRNA dans des neuroblastomes avec une amplification de MYCN a

été récemment rapportée (Schulte et al., 2010).
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Plus récemment le réle pronostic de deux mi-RNA spécifiques dans le neuroblastome,
le miR-487b et le miR-410 codé par le locus 14932.31, a été décrit. La faible expression de
ces deux mi-RNA est significativement associée a des phénotypes a haut risque de
neuroblastome, indépendant de I'amplification de MYCN. Il a été montré que les patients
présentant des niveaux élevés de miR-487b et miR-410 avaient de meilleures chances de
survie que les patients présentant une sous-expression de ces deux marqueurs. Il a été
également démontré que la sous-expression de ces deux mi-RNA pouvait prédire la rechute
des patients atteints de neuroblastome, classés actuellement a faible risque (Gattolliat et al.,

2011).

1-2-4- Le facteur de transcription jumelé a I'homéoboite 2b et a la protéine

homologue Msh de I’"homéoboite

Le facteur de transcription PHOX2B a été décrit comme 'un des génes régulateurs de
la différenciation du systéeme nerveux sympathique périphérique. Ce géne est muté dans les
neuroblastomes sporadiques et familiaux. Ce facteur de transcription joue un réle clé dans la
différenciation des lignées cellulaires de la créte neurale en cellules du systéme sympathique.
L’activité de ce facteur est indispensable dans la constitution du systéme noradrénergique.
Cependant son role précis dans la régulation du systeme noradrénergique reste inconnu. Le
facteur PHOX2B régule I'expression du facteur de transcription MSX1 impliqué dans le
développement précoce de la créte neurale (Revet et al., 2008).

Ce facteur MSX1 inhibe la prolifération et la formation de colonies de cellules
tumorales. Il joue également un role clé dans la voie de signalisation Delta-Notch, impliquée
dans les phénomeénes de différenciation, prolifération et de survie de la cellule mais
également dans I'angiogénése embryonnaire ou tumorale. Il intervient également dans la
voie de signalisation Wnt (Figure 6) impliquée dans de nombreux cancers comme le
neuroblastome (Bach et al., 2003; Sauka-Spengler et al., 2008; Raible et al., 2006). Ce facteur
MSX1 induit I'expression de quatre génes inhibiteurs de la voie de signalisation Wnt : DKK1-3
et le gene SFRP1 dont I'expression élevée chez les patients atteints de neuroblastome est
corrélée a bon prognostic (Revet et al.,, 2010). Le facteur MSX1 est sous exprimé par

I'induction de I'expression de PHOX2B (Revet et al., 2008) dans les cellules tumorales de
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neuroblastome, qui joue par conséquent un role important dans le développement de la
maladie. Ces deux facteurs de transcription sont des marqueurs potentiels de

neuroblastome de pronostic défavorable.

PERK =) | Prolifération cellulaire

Epithelium T
......................................................................................... Wnt .....*—.. Msx1/2 eone

Figure 6. Inhibition de la voie de signalisation Wnt par le facteur de transcription MSX1

Dans la cellule saine MSX1 réprime |’action de la protéine Wnt et de la B-Caténine, inhibant la voie de
signalisation FGFR-ERK1/2. (D’aprés Shanmugasundaram et al., 2012)

1-2-5- Le facteur de transcription de la boite Y de liaison a la protéine 1

Le facteur de transcription YB-1 est un membre de la famille des protéines se liant a
I’ADN, responsable de la transcription de facteurs oncogéniques surexprimés dans de
nombreux cancers comme les cancers du poumon, de la prostate et du sein. Le YB-1 active
des genes associés a la prolifération cellulaire comme les genes codant pour la MMP-2, la
MDR1. Il réprime également des genes associés a la mort cellulaire et codant pour
I’expression de protéines telles que la FAS et p53 (Wachowiak et al., 2010).

Une surexpression de ce facteur de transcription a été observée chez de nombreux
patients présentant également une amplification de l'oncogene N-Myc et une perte
d’hétérozygotie du chromosome 1p. Ce facteur de transcription est retrouvé dans tous les
stades tumoraux (Wachowiak et al., 2010). Les spécificités de YB-1 font de ce facteur un
marqueur potentiel du neuroblastome voire une future cible thérapeutique méme si une
corrélation significative entre ce facteur et la survenue d’un neuroblastome n’a pas été

démontrée.
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1-2-6- La protéine de ’homéoboite Hox-C9

La HOXC9 fait partie de la famille des protéines de ’lhoméoboite (HOX). Les génes de
I’'homéoboite codent pour des séquences hautement conservées au sein des espéces et joue
un réle important dans la morphogénése de tous les organismes pluricellulaires. Ces
protéines sont des médiateurs indispensables de I'action de I'acide rétinoique dans le
développement du systéme nerveux (Alexander et al., 2009 ; Maden et al., 2007).

Une surexpression de cette protéine HOXC9 a été mise en évidence dans les formes
différenciées de neuroblastome. La protéine HOXC9 induit I'arrét du cycle cellulaire et la
différenciation neuronale dans le neuroblastome par ciblage des promoteurs du cycle
cellulaire et des genes de différenciation neuronale (Mao et al., 2011). La surexpression de
cette protéine est induite par l'acide rétinoique et sa répression confere aux cellules
tumorales de neuroblastome une résistance a I'arrét du cycle cellulaire induit par I'acide
rétinoique et a la différenciation cellulaire (Mao et al., 2011). Le role clé de cette protéine
dans la différenciation du neuroblastome, en fait un marqueur prédictif intéressant dans le

neuroblastome.

1-2-7- La protéine secrétoire neuro-endocrine 55

La protéine NESP55 est un nouveau membre de la famille des chromogranines (Li et
al., 2002). Cette famille de protéine est contenue dans les vésicules des neurones ou des
cellules endocrines. Cette protéine se retrouve co-exprimée avec la chromatogranine A, qui
est exprimée dans le neuroblastome (Jakobsen et al.,, 2003) et en particulier dans les
phénotypes hypoxiques du neuroblastome, responsables de la résistance aux
chimiothérapies et a la radiothérapie.

La protéine NESP55 se trouve communément dans le neuroblastome et est
principalement associée a une diffusion limitée de la tumeur liée a I’hypoxie. L'expression de
ce marqueur est également étroitement liée a des signes morphologiques de maturation de
la tumeur. La NESP55 est un marqueur sensible de la métaplasie de la chromafine
dépendant de I'hypoxie dans le neuroblastome, qui représente la forme de différenciation

dominante dans ce type de tumeur (Hedborg et al., 2011).
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2- Lescibles thérapeutiques émergentes

2-1- Les cibles moléculaires

Le développement de nouvelles thérapies pour améliorer le traitement du
neuroblastome et la réduction des effets secondaires liés au traitement est une nécessité.
Par conséquent l'identification et la validation de nouvelles cibles thérapeutiques pour le
traitement des enfants a haut risque de neuroblastome est une priorité. Certaines de ces

cibles génétiques et moléculaires sont présentées ci-dessous.

2-1-1- Le géne de la Doublecortine Like-Kinase

Le gene DCLK1 code pour I'expression de la protéine DCLK1 qui fait partie de la famille
des protéines DCLK. Ces protéines interviennent dans le développement du systéme nerveux
et jouent un réle important dans la migration neuronale. Le DCLK1 est exprimé dans le
neuroblastome (Nakagawara et Ohira, 2004). Le gene DCLK1 code pour plusieurs variants
dont les principaux sont DCL, DCLK-long, DCLK-court et la CaMK- CARP (Dijkmans et al.,
2010).

Parmi ces variants, le DCL et le DCLK-long sont surexprimés dans le neuroblastome
humain et sont indispensables a la prolifération et a la survie les cellules tumorales
(Verissimo et al., 2010). Une diminution de I'expression de ces variants est responsable
d’altération dans le cycle cellulaire et de I'apoptose. L’apoptose de la cellule tumorale serait
induite par inhibition des protéines stabilisant les fuseaux mitotiques mais également par
induction des mécanismes de stress oxydatif (Verissimo et al., 2011). Un autre mécanisme
pro-apoptotique de ces cellules de neuroblastome est la perturbation du transport
intracellulaire des protéines de signalisation due a la répression de DCL et de DCLK-long. Par
conséquent la répression du géne DCLK 1 induit I'apoptose des cellules tumorales du

neuroblastome et est une cible spécifique potentielle dans la thérapie du neuroblastome.
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2-1-2- Les micro-ARN

Les mi-RNA sont des modulateurs importants de I'expression génique et sont
impliqués dans les processus d’homéostasie tel que le développement cellulaire.
L’expression de ces mi-RNA joue un role dans la prolifération du neuroblastome (Chang et al.,
2007). Plusieurs mi-RNA sont impliqués dans les processus de cancérisation (Tableau 7).

Les miRNA-17 et miRNA-20a ciblent la protéine p21, un régulateur négatif de la
transition de la phase G1 a la phase S, et plus particulierement le miR-17 qui cible également
la protéine pro-apoptotique BCL2L11 (Fontana et al., 2008). Récemment il a été mis en
évidence que le miRNA-17-92 agissait sur plusieurs effecteurs tels que le (TGFB) impliqué
dans la cascade de signalisation cellulaire du neuroblastome (Mestdagh et al., 2011).

Un autre mi-RNA, miRNA-380-5p, est surexprimé dans le neuroblastome a MYCN
amplifié et associé a un mauvais pronostic. Le miRNA-380-5p module I'expression de p53,
une protéine clé dans le cycle cellulaire et dans les processus de cancérisation, permettant la
prolifération des cellules tumorales dans le neuroblastome (Swarbrick et al., 2010). Ces mi-
RNA ont un réle prépondérant dans les processus de cancérisation et sont par conséquent

des cibles thérapeutiques spécifiques potentielles et intéressantes.

mi-ARN Cibles validées Fonctions/processus Types Références
miR-17-5-p-92 cluster  Signalisation TGF-B, COKNA1  Prolifération cellulaire, adhésion =~ Oncogéne Fontana et al. (2008)
(p21); BCL2L11 (BIM) NYMC  cellulaire
miR-34a NYMC, BCL-2, E2F3 Progression du cycle cellulaire, Géne suppresseur Welch et al. (2007)
apoptose, réparation de 'ADN de tumeur Cole et al. (2008)
et angiogénése Wei et al. (2008)
miR-184 AKT 2 Différenciation neurale et/ou Géne suppresseur Foley et al. (2010)
apoptose de tumeur Tivnan et al. (2010)
miR-380-5-p p53 Apoptose Oncogéne Swarbrick et al. (2010)
miR-9 E-cadhérine, Tropmyosine Prolifération cellulaire, apoptose Oncogéne Laneve et al. (2007)
liée a lakinaseC Ma et al. (2010)
Khew-Goodall (2010)
miR-125a Bmf, Tropmyosine liée 3 la Prolifération cellulaire, apoptose Oncogéne Laneve et al. (2007)
kinase C
miR-125b Bmf, Tropmyosine liée a la Prolifération cellulaire, apoptose Oncogéne Laneve et al. (2007)
kinase C
miR-152 CHUK, CULS et GADD45A Différenciation des neurobl , Oncogéne Ragusa et al. (2010)
migration/invasion et apoptose
miR-338 PTPRT Différenciation des neuroblastes, Oncogéne Ragusa et al. (2010)
apoptose
miR-200B ZEB1 Différenciation des neuroblastes, Géne suppresseur Ragusa et al. (2010)

migration/invasion et apoptose de tumeur

Tableau 7. Les mi-RNA comme cibles potentielles dans la thérapie du neuroblastome

(D’apres Verissimo C.S. et al., 2011)
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2-2-  Les cibles protéiques

2-2-1- Le récepteur a la tyrosine kinase du lymphome anaplasique

Le récepteur ALK normalement exprimé seulement pendant le développement
embryonnaire et au niveau du cerveau néonatal (Carpenter et al., 2011; Iwahara et al., 1997).
Le récepteur ALK est un membre de la super famille des récepteurs a l'insuline et a été décrit
pour la premiere fois dans le lymphome non-Hodgkinien a cellules larges. La protéine ALK est
un récepteur constitué d'une unique chalne d’acides aminés avec des domaines
extracellulaires contenant deux domaines meprin/A5-protein/PTPmu (MAM) et un domaine
a lipoprotéine de faible densité (Figure 7). L’activation du récepteur ALK est liée a des
processus cellulaires, qui sont reliés a I'oncogenese comme la progression dans le cycle
cellulaire, la survie et la migration cellulaire dans les cellules exprimant des formes
tronquées de I’'ALK. Des mutations au niveau du domaine tyrosine kinase de L'ALK ont été
observées et décrites comme étant la cause majeure de I'apparition des formes héréditaires
neuroblastome (Mosse et al., 2008). L’activation de I’ALK peut étre également a |'origine des
formes somatiques (Janoueix-Lerosey et al.,, 2008) caractérisées par la présence de
mutations toujours au niveau du domaine a tyrosine kinase.

La mutation R1275 est la mutation la plus fréquente de I’ALK dans le neuroblastome
humain et est détectée dans plus de 50 % des tumeurs présentant des mutations de I’ALK.
Dans le neuroblastome sporadique, les mutations les plus fréquentes se situent au niveau
des positions R1275, F1174, et F1245 et elles activent toutes I’ALK. Plusieurs données ont
montré que la mutation R1275 était responsable du changement de la conformation auto-
inhibitrice de la tyrosine kinase, et par conséquent de son activation (Figure 12). Des
inhibiteurs de I’ALK kinases comme le crizitonib sont actuellement en phase 2 des essais
cliniques et représentent un outil thérapeutique potentiel dans le traitement du

neuroblastome (Carpenter et Mossé, 2012).
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Figure 7. Structure de la protéine ALK et mutations retrouvées dans le neuroblastome.

Deux domaines MAM, un domaine de lipoprotéine a faible densité, un domaine transmembranaire
et un domaine tyrosine kinase sont représentés avec les trois mutations les plus fréquemment
rencontrées dans le neuroblastome sporadique au niveau du domaine de la tyrosine kinase. (D’apres
Carpenter et Mossé, 2012)

2-2-2- L'oncoprotéine Double minute 2 Souris

L'oncoprotéine MDM2 est une protéine clé dans le processus de cancérisation. La
protéine MDM2 est le principal inhibiteur de la protéine p53 en provoquant son
ubiquitination et la répression de son activité transcriptionelle par formation d’un complexe
avec la MDMA4 et la ligase UBcH5a (Singh et al., 2007). L'inhibition de MDM2 s’effectue par la
protéine suppressive de tumeur p14 ** qui en se liant au MDM2 empéche la dégradation de

ARF 3 travers de multiples

la p53 et favorise son activité (Sherr, 2006). La suppression de p14
mécanismes comme une délétion ou une inactivation épigénétique, ou son inhibition par
des facteurs inhibiteurs tels que BMI-1 (Novak et al., 2006) et le TWIST-1 (Valsesia-Wittman
et al., 2004) sont responsables de I'activation accrue de MDM2 et de la rechute de certains
patients atteints de neuroblastome (Figure 8). Des inhibiteurs de I'oncoprotéine MDM2

pourraient étre développés pour le traitement des formes de neuroblastomes les plus

agressives et chimiorésistantes.
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Figure 8. Contrdle de la voie de signalisation p 14**"/MDM2/p53

Role central de la MDM2 dans la prolifération de la cellule tumorale. L'utilisation d’un inhibiteur de
cette oncoprotéine comme la Nutlin-3a pourrait étre une des nouvelles voies thérapeutiques
utilisées dans le traitement du neuroblastome. (D’apres Kim et Shohet, 2009)

De plus, l'oncoprotéine MDM2 régule I'expression post-transcriptionelle de
I'oncoprotéine MYCN associée a la croissance des cellules de neuroblastome.
L’'augmentation cytoplasmique de MDM2 est responsable de I'augmentation conjointe de
I’expression de ’ARNm et de la protéine MYCN, en favorisant la stabilité de ces ARNm (Gu et

al., 2011).

2-2-3- La protéine kinase Polo-1

La protéine PLK1 est une sérine thréonine kinase spécifique qui favorise la progression
du cycle cellulaire en phosphorylant et activant certains effecteurs comme le cdc25c qui est
une phosphatase, activant par déphosphorylation le complexe cycline cyclineB/cdc2. Cette
protéine kinase est essentielle pour I'entrée en mitose de la cellule aprés la réparation des
dommages de I’ADN ayant provoqué l'arrét du cycle cellulaire (Mross et al., 2008) et est
rencontrée dans de nombreux cancers.

Un niveau élevé d’expression de cette protéine est fortement associée au

neuroblastome a haut risque et a un mauvais pronostic entrainant seulement 40 % de survie
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chez les enfants possédant un traitement intensif multimodal (Park et al., 2008). Ce facteur
prédictif de mauvais résultat est indépendant des autres facteurs pronostics et joue un réle
clé dans la progression des neuroblastomes agressifs (Ackermann et al., 2011). Le
développement d’inhibiteurs de la PLK1 constitue une thérapie de choix dans les formes les

plus agressives de neuroblastome.

2-2-4- La protéine sauvage p53 induite par le gene 1

Le géne Wig-1 est une cible transcriptionelle de la protéine p 53 suppressive de
tumeurs dans les cellules humaines (Hellborg et al., 2001). Il est fortement exprimé au
niveau du systéme nerveux mais il est présent dans tous les types cellulaires. Il est
également plus exprimé dans les cellules souches que dans les tissus différenciés (Vilborg et
al., 2011; Ramalho-Santos et al., 2002). Wig-1 est une protéine a doigt de zinc (zinc finger
protein) qui se lie préférentiellement a I’ARN double brin qu’a I’ARN simple brin ou a ’ADN
simple brin (Mendez Vidal et al., 2006). Cette protéine se trouve essentiellement dans le
noyau mais elle peut faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Vilborg et al., 2009) et
elle est hautement conservée au sein des espéeces.

Wig-1 était capable de se lier a I'extrémité 3’ de I’ARNm de p53 et de le stabiliser en
évitant sa dé-adénylation (Vilborg et al., 2009). La région riche en uracile de ’ARNm de p53
est une sous-classe des éléments riches en adényl et en uracile (AU-rich elements, AREs), qui
sont des séquences connues pour leur réle dans la régulation de la stabilité de 'ARNm et de
I'efficacité de la traduction (Vilborg et al., 2012). Ces AREs sont généralement trouvés dans
les ARNm des génes dont I'expression est hautement controlée. lls codent pour des
protéines impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire ou répondant a des
facteurs extérieurs (Audic et al., 2004 ; Barreau et al., 2005).

Les protéines interagissant avec ces domaines ont un role crucial dans la régulation,
car elles peuvent controler le niveau d’ARNm dans la cellule et il a été montré qu’elles
avaient un role important dans le cancer et son développement (Audic et al., 2004 ;
Steinman, 2007). ARNm de I'oncogéne N-Myc posséde des séquences riches en domaine
AU. La protéine N-Myc est normalement et principalement exprimée dans les tissus nerveux

pendant I'embryogénése et absente dans les tissus adultes (Vilborg et al., 2012). Wig-1
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interagissant avec ces deux protéines, serait une cible potentielle intéressante dans la mise
en place de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Une stratégie thérapeutique basée sur Wig-1 consisterait soit a inhiber spécifiquement
la liaison de Wig-1 avec ’ARNm de N-Myc, soit dans une approche plus globale a cibler

I’expression de Wig-1 ou sa liaison avec les autres ARNm.

2-2-5- Le neuropeptide Y et son récepteur NY2R

Le NPY est un neuropeptide du systeme sympathique constitué de 36 acides aminés et
est tres conservé au sein des espéces. Il intervient dans la régulation de nombreuses
fonctions comme la température corporelle ou I'alimentation. Il a été décrit également que
ce peptide stimule I'angiogénése et la prolifération du neuroblastome (Cohen et al., 1990).
Ce neuropeptide interagit avec les récepteurs NYR couplés a des protéines G. Le NYP est un
facteur de croissance de nombreuses cellules mais plus particulierement des cellules
endothéliales et des précurseurs neuronaux (Lu et al., 2010).

Les patients atteints de neuroblastome possedent des taux plasmatiques élevés de
NYP qui sont corrélés a une amplification de I'oncogéne MYCN et a un mauvais pronostic
(Dotsch et al., 1998). Le récepteur NY2R est le récepteur le plus fréquemment exprimé par le
neuroblastome. Il a été décrit que le blocage du récepteur NY2R provoque une diminution
de la prolifération du neuroblastome par induction de I'apoptose et par une fragilisation de
la vascularisation de la tumeur. Le blocage de la liaison du NYP avec ce récepteur pourrait
étre une approche thérapeutique intéressante dans le traitement du neuroblastome. En
effet [l'utilisation du BIIE0246, un antagoniste du NY2R, inhibe signicativement le
développement du Neuroblastome dans un modele de xénogreffe (Malmstrom et al., 2001)
Cependant, du fait de son instabilité, cette molécule présente une demi-vie courte, ne
dépassant pas les trente minutes. Le role des autres récepteurs au NPY exprimés par les
cellules neuroblastiques et I'effet d’'une thérapie bloquant ces différents sous-types de

récepteurs doit étre investigué (Kitlinska et al., 2005).
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2-2-6- La protéine cathepsine L

La protéine cathepsine L est une protéase retrouvée et activée a pH acide dans les
lysosomes mais également au niveau de la matrice extracellulaire. Cette protéase semble
étre impliquée dans les processus de perte d’adhésion cellulaire et de digestion de la matrice
cellulaire favorisant la migration et l'invasion des cellules cancéreuses (Lankelma et al.,
2010). La prolifération excessive des cellules tumorales favorise le processus de glycolyse
anaérobie responsable de la formation d’un microenvironnement acide autour de la tumeur.
Cet environnement acide est nécessaire pour I'activation de la cathepsine L qui va digérer les
composants de la matrices extracellulaire comme le collagene de type | et IV.

La réduction de la dégradation de la matrice extracellulaire par inhibition de la
cathepsine L entrainerait une diminution de la migration et de l'invasion des cellules
tumorales. De plus la réduction de la cathepsine L contribuerait a une amélioration de
I’action et a une diminution de la toxicité de certains agents de chimiothérapie (Lankelma et
al., 2010). L'inhibition de la cathepsine L couplée a I|'utilisation de la doxorubicine, un
intercalant de I’ADN utilisé dans le traitement du neuroblastome, induit la sénescence des
cellules du neuroblastome (Zheng et al., 2004). L'inhibition de cette protéase permettrait de
stabiliser, d’augmenter la disponibilité de la cible de la molécule et de diminuer la résistance

au traitement (Zheng et al., 2009).

2-2-7- L'endosialine

L'endosialine est une protéine codée par le gene CD248 et un membre du groupe IV de
la famille des récepteurs transmembranaires aux lectines de type C. Ce récepteur est
exprimé a la surface des péricytes, des cellules stromales et des cellules endothéliales dans
de nombreuses tumeurs comme le neuroblastome, le cancer du poumon a petites cellules et
le mélanome (Rouleau et al., 2011). L'endosialine est exprimée également sur les vaisseaux
sanguins irriguant la tumeur dans le neuroblastome, le cancer du poumon a petites cellules
et le mélanome et son faible niveau d’expression dans les tissus normaux en font une cible
de choix dans la thérapie anti-angiogénique. L'endosialine est exprimée également sur les

lignées cellulaires de neuroblastome présentant une amplification de I'oncogene MYCN, a un
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stade avancé de la pathologie. La présence de I'endosialine chez ces lignées cellulaires
résistantes au traitement met en évidence que I'endosialine est une cible thérapeutique

possible pour les neuroblastomes a un stade avancé (Rouleau et al., 2011).

2-2-8- Les récepteurs a la neutrophine

Les récepteurs NTRK, protéine impliquée dans la survie, la différenciation et les
fonctions des neurones, jouent un réle essentiel dans le développement et le maintien du
systéme nerveux sympathique. Cette famille homologue de récepteurs a la tyrosine kinase
est constituée de trois récepteurs TrkA (NTRK), TrkB (NTRK) et TrkC (NTRK3) dont les ligands
respectifs sont le NGF, le BDNF, et la NT3 (Brodeur G.M. et al., 2009). Bien que le TrkC soit le
récepteur de haute affinité a la NT3, celle-ci peut se lier et activer également TrkA et TrkB.
Ces trois récepteurs ont des structures similaires et vont provoquer ['activation de
nombreuses voies de signalisation intervenant dans la survie ou la différenciation cellulaire,

lorsqu’ils seront activés par fixation de leur ligand (Figure 9).

NGF NGF == NGF NGF

Survie Différenciation

Figure 9. Activation du récepteur Trk A par son ligand NGF

L’activation du récepteur et la phosphorylation de nombreux effecteurs impliqués dans différentes
voies de signalisation vont étre responsable de la survie ou de la différenciation cellulaire des
neuroblastes. (D’aprés Brodeur et al., 2009).
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Un niveau élevé de TrkA a été observé dans les neuroblastomes de pronostic favorable
alors que son expression est faible voire absente dans les neuroblastomes a un stade avancé.
Le TrkB et son ligand le BDNF sont fortement exprimés dans les neuroblastomes de
pronostic défavorable. Son expression dans le neuroblastome est associé a des phénomeénes
de résistance aux agents anticancéreux et a I'expression de facteurs pro-angiogéniques
(Eggert et al., 2002; Ho et al., 2002). L'expression de TrkC est élevée essentiellement dans
les neuroblastomes de bon pronostic. Son expression est associée a des tumeurs de stade
peu avancée chez un patient trés jeune et sans amplification de I'oncogene MYCN
(Yamashiro et al., 1996).

Le développement de thérapies spécifiques de ces récepteurs Trk comme
I'immunothérapie ou la thérapie génique permettrait I'intégration de ces thérapies dans les

différents protocoles utilisés dans le traitement des différents stades de neuroblastome.

2-2-9- La protéine Notch-1

La protéine Notch-1 est un récepteur transmembranaire impliqué dans la voie de
signalisation Notch. Cette voie de signalisation joue un roéle important dans le
développement embryonnaire en sélectionnant les cellules souches neurales multipotentes,
qui se différencieront en neurones et en cellules gliales du systeme nerveux central et
périphérique (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Morrison et al.,, 2000). Le role pro-
transformant de la voie de signalisation Notch a été démontrée dans de nombreux cancers
(Figure 10) comme le neuroblastome, notamment par son implication dans la prolifération
cellulaire et I'angiogénése tumorale (Funahashi et al., 2008). L'activation de la voie Notch
dans les cellules de neuroblastome entraine principalement I'inhibition de la différenciation
cellulaire et de la formation des neurites (Grynfeld et al., 2000 ; Levy et al., 2002). Son
expression est corrélée a des tumeurs indifférenciées au niveau histologique et comme pour
d’autres tumeurs I'augmentation de son expression est prédictive d’'un mauvais résultat. Le
récepteur constitue une cible intéressante pour le développement de nouvelles molécules

dans le traitement du neuroblastome.
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Figure 10. Diverses réponses cellulaires liées a I'activation de la voie de signalisation Notch

(D’apres Yi-Yang et al., 2011)

2-3- Les marqueurs gangliosidiques GD2 et GD2-O-acétylé

2-3-1- Le disialoganglioside GD2

Le GD2 est un des sept membres de la famille des disialogangliosides et un
glycosphingolipide surexprimé a la surface des cellules tumorales d’origine
neuroectodermique comme dans le neuroblastome (Cahan et al., 1982). Dans les tissus
normaux, le GD2 est exprimé a I’état de trace a la surface des neurones, des mélanocytes et
des fibres nerveuses périphériques (Yuki et al., 1997 ; Schulz et al., 1984). Les anticorps anti-
GD2 développés, provoquant la destruction de la tumeur par des réactions de cytotoxicite
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et de cytotoxicité cellulaire dépendante du
complément (CDC) (Zeng et al., 2005; Imai et al., 2005), vont également se fixer sur ces tissus
sains et étre responsables, par réaction croisée, d’effets indésirables importants comme des
douleurs séveres, des modifications du tonus cardio-vasculaire, de la fievre et une déplétion

du complément (Cheung et al., 1987 ; Handgretinger et al., 1992).
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2-3-2- Le GD2-O-acétylé

L’ OAcGD2 est le dérivé O-acétylé du GD2 sur le carbonne C9 de l'acide sialique
terminal. Contrairement au GD2, L'OAcGD2 n’est pas exprimé par les tissus sains mais par
des tissus tumoraux comme le neuroblastome ou le mélanome (Sjoberg et al., 1992 ; Ye et
al., 1992). Le développement de I'immunothérapie spécifique a I'O-acétyl-GD2 permettrait
donc potentiellement de limiter la toxicité liée aux anticorps anti-GD2 et par conséquent
d’augmenter la posologie chez ces patients atteints de neuroblastome (Alvarez-Rueda et al.,

2011).
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llI- Les nouvelles stratégies
diagnostiques et thérapeutiques
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1- Les innovations diagnostiques

1-1- 'imagerie médicale: la tomographie par émission de positons au Fluorine-18-L-
dihydroxyphenylalanine- tomographie par ordinateur

La '®F-DOPA-PET est une méthode d’imagerie médicale utilisant le
radiopharmaceutique *®F-DOPA. Ce radiopharmaceutique est utilisée dans le diagnostic des
tumeurs endocrines digestives bien différenciées. La DOPA est en effet captée, décarboxylée
et concentrée dans les granules de secrétions présents au niveau des lésions endocrines.

Le fluor-18 est un radionucléide possédant une demi-vie de 110 minutes, émetteurs de
positons et produit par cyclotron. Apres quelques millimétres, le positon se dématérialise
avec un électron pour conduire a I'émission simultanée de deux photons d’énergie 511 KeV.
Ces photons sont détectés par les caméras du PET comportant de nombreux détecteurs.

Cette technique a été comparée, dans une étude pilote, & la scintigraphie au %I

1231_MIBG) chez 19 enfants atteints d’un stade 3 ou 4 de

metaiodobenzylguanidine (
neuroblastome (Piccardo et al., 2012). Sur 17 patients ou la maladie était confirmée, la
maladie a été détectée chez 16 patients avec la ‘®F-DOPA-PET /CT et 11 avec la scintigraphie
au 'PI-MIBG. La '®F-DOPA-PET /CT présentait lors de cette étude une sensitivité et une
efficacité, respectivement de 95 % et de 96 % alors que pour la scintigraphie au **’I-MIBG, la
sensitivité et I'efficacité était respectivement de 68 % et 64 %. Cependant aucune différence
significative n’a été observée au niveau de la spécificité de ces deux méthodes d’imageries
médicales (Piccardo et al., 2012).

Cette technique d’imagerie semble étre une nouvelle opportunité plus sensible et plus

efficace pour évaluer et diagnostiquer les enfants atteints de neuroblastome.
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1-2- L’analyse génétique

1-2-1- Les polymorphismes nucléotidiques sur une seule base et les puces a ADN

Les SNP représentent la forme la plus abondante de variations génétiques chez les
individus et sont caractérisés par la modification d’une seule paire de base au sein d’une
séquence nucléotidique. L'une des méthodes les plus efficaces pour repérer ces mutations
est I'utilisation de puces a ADN.

Dans cette technique d’analyse génomique, 'ADN des cellules est analysée par
hybridation. Les fragments d’ADN sont amplifiés par la technique de PCR et sont déposés sur
une lame de polylysine, sur laquelle les ADN déposés vont étre fixés et dénaturés. Les ARNm
sont extraits des cellules et sont ensuite transformés en ADNc par transcription inverse. Les
ADNCc provenant des deux cellules sont marqués, I'un avec un fluorochrome vert et 'autre
avec un fluorochrome rouge. Les ADN marqués sont mélangés et déposés sur la matrice
d’ADN. A 60 °C, les ADN fluorescents vont s’hybrider sur leurs séquences nucléotidiques
complémentaires (Figure 11).

Les spots sont excités par un laser et la fluorescence émise est captée par un photo-
multiplicateur (PMT) couplé a un microscope confocal. Les différences d’expressions d’ADN
sont visualisées a partir de logiciels informatiques. Dans le cadre du neuroblastome, GenFlex
Tag a développé une puce a ADN contenant 2000 séquences oligonucléotidiques permettant
d’identifier 13 régions d’intéréts (Maris et al., 2005).

Cette technique apporte de nombreux avantages comparés aux techniques d’analyse
traditionnelle et améliore le diagnostic clinique des patients atteints de neuroblastome.
Cette approche flexible utlisant la PCR multiplex, permet un dépistage sensible, rentable et
facilement adaptable au controle de la pathologie dans diverses maladies (Maris et al., 2005)
et permettra dans l'avenir de diagnostiquer plus précocément les enfants atteints de

neuroblastome.

76



A PCR %C

B A

Extension d’une ‘

unique base Tag/ Primer T -0
Ge®

C T-O D
Hybridation
GenFlex™
I Tag Array

Figure 11. Méthode de préparation des puces a ADN.

La puce 3 ADN GenFlex™ contient 2050 emplacements de sondes tag permettant d’avoir des
caractéristiques d’hybridation similaire. A : L’ADN contenant chaque SNP est amplifié par la méthode
de la PCR. B: Les séquences amplifiées sont utilisées comme matrice pour les amorces dans une
solution, et I'extension a partir d’'une seule base marquée par deux ddNTPs fluorescents différents
est réalisée. C: Les produits de I'extension sont capturés par la puce a ADN GenFlex™ par
hybridation avec les séquences complémentaires, qui permet jusqu’a 'analyse de 2000 produits
d’extension et 50 contrdles. D : La puce est analysé par les fluorescences émises a A = 530 nm et
A =570nm et le logiciel permet I'analyse les données génétiques (D’aprés Maris et al., 2005)

1-2-2- La technique de Fluorescence par Hybridation

De nombreuses amplifications génomiques, translocations de chromosones et pertes
ou gains de segments chromosomiques ont été décrits dans le neuroblastome. Le gain du
chromosome 17q, observé dans plus de 50 a 70 % des neuroblastomes ou la délation du bras
court du chromosome 1, obersvé dans 20 a 30 % des cas, sont des facteurs de mauvais
pronostic.

La technique de FISH permet une analyse fine de la structure des chromosomes. Une
sonde dénaturée d’ADN s’hybride avec sa séquence spécifique par la formation de liaisons
hydrogenes. Les molécules non hybridées sont éliminées par lavage, les hybrides spécifiques
sont révélés par immunodétection et I'observation est essentiellement réalisée par un

microscope a épifluorescence.
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La technique FISH permet de détecter facilement ces anomalies chromosomiques qui
sont plus difficilement analysable avec la technique d’analyse cytogénique classique du fait
de la qualité médiocre des météphases obtenues, des index mitotiques faibles ou de la
contamination des cellules tumorales par le tissu sain.

Cette méthode d’analyse présente plusieurs intéréts dont un intérét diagnostique,
pour la classification de la tumeur et un intérét pronostique. En effet, il existe une
corrélation forte entre une anomalie chromosomique et un type ou un sous-type de cancer.
Il existe également une corrélation entre le type d’anomalie et le degré d’agressivité d’une
tumeur.

L'utilisation de la technique FISH dans le diagnostic et le pronostic de formes
agressives ou récidivantes chez les enfants atteints de neuroblastome est un outil
intéressant permettant |'évaluation de la pathologie et la mise en place de stratégies

thérapeutiques précises comme il est précisé dans le tableau ci-dessous (Tableau 8).

Classification Génétique INRG des margueurs de  Technigues recommandées ou acceptées Sondes ADN recommandées et commentaires
risgues

Margueurs obligatoires I-FISH, PCR, aCGH, MLPA 2 couleurs pour I'l-FISH : BAC ou un autre clone
MYCN d'ADN d'insertion pour le géne MYCN ou un

clone de taille similaire pour un géne/locus sur le
bras long du chromosome 2 (ex : LAF, 2q11)
Les sondes disponibles commercialement doivent
étre utilisées chague fois que c'est possible,

11q23 I-FISH, PCR, techniques pan-/multigénomiques :
aCGH (oligo, clone ou base SNP), MLPA

Ploidie cellulaire Cytométrie de Flux Les cellules normales doivent provenir du méme
patient et sont utilisées comme standard
Margueurs geénétigues & analyser de maniére

rospective
Eoae aCGH, sondes SNP, MLPA Plateformes disponibles commercialement sont

préférées

12p
14q
17q

Les autres aCGH, sondes SNP

Tableau 8. Consensus de marqueurs génétiques couramment utilisés pour la thérapie et pour les
stratégies futures

(D’aprés Ambros et al., 2009)
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1-2-3- Visualisation et quantification du mi-RNA 124 dans les cellules de

neuroblastome par couplage de la cytométrie de flux avec les sondes a ARN

Le miRNA-124 est présent dans les neurones matures et joue un réle important dans la
différenciation neuronale en ciblant plusieurs génes (Gao, 2010) dont le géne codant pour la
CDK®6 intervenant dans la progression du cycle cellulaire dans de nombreuses cellules.

Dans cette méthode d’imagerie par cytométrie de flux, les cellules de neuroblastome
sont incubées a 53 °C pendant 30 minutes en présence de sondes miR-124-FITC spécifiques
du miRNA-124 ou de sondes miR-FITC non spécifiques. La prolifération des cellules
neuroblastiques est évaluée par I'ajout de bromodeoxyuridine et I'expression de la CDK6 par
I"utilisation d’un anticorps monoclonal anti-CDK6 conjugué également avec un fluorochrome.
La quantification des miRNA-124-FITC se fait par cytométrie en flux (Ponomarev et al., 2011).

Cette approche sensitive et quantitative permet I’évaluation de I'expression de mi-RNA
dans chaque cellule mais est également utile pour valider I'expression ou non de genes
cibles. L'utilisation de la sonde RNA marquée par fluorescence associée a un anticorps
conjugué a un fluorochrome, excité par différents lasers permet une bonne séparation du
signal avec peu d’effets parasites sur I'ensemble du signal fluorescent (Ponomarev et al.,
2011). Cette technique pourra étre appliquée dans I'avenir pour d’autres mi-RNA ou génes

cibles spécifiques du neuroblastome.

1-2-4- Détection de la maladie résiduelle par RT-PCR

La détection de la maladie residuelle est 'un des problémes majeurs dans le
neuroblastome. En effet, chez de nombreux patients, le diagnostic de rechute est tardif et
établi a l'aide des techniques d’imageries médicales. La mise en place de marqueurs
permettant la détection de la maladie résiduelle a un stade précoce est un enjeu majeur
dans la thérapie du neuroblastome. La détection de I'expression de marqueurs par RT-PCR
comme la tyrosine hydroxylase, le gene permettant I'expression de la protéine
neuroendocrine 9.5, et la GD2-synthétase, a été réalisée sur des échantillons de moélle

osseuse hématopoiétique et de sang périphérique par I'équipe du Pr. Suzuki.
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La thyrosine hydroxylase semblerait étre le marqueur le plus spécifique et le gene
permettant I'expression de la protéine neuroendocrine 9.5 le plus sensible, en permettant la
détection d’une cellule positive parmi 10’ cellules négatives, pour le diagnostic de ces
formes de neuroblastome (Ootsuka et a/,2008). Ces marqueurs doivent encore faire I'objet
de recherche et d’études mais représentent un outil diagnostic potentiellement intéressant

dans I’évaluation de la maladie résiduelle.

2- Les thérapies innovantes

Dans ce chapitre seront présentés essentiellement les molécules ou protocoles en
phase lll clinique dans le neuroblastome. Le processus angiogénique, la néoangiogénéese
tumorale, les différentes cibles thérapeutiques et les essais cliniques sur les thérapies anti-
angiogénique seront également abordés, contrairement aux autres molécules ou thérapies
comme les inhibiteurs de I'ALK ou les miRNA actuellement en phase | ou Il des études

cliniques.

2-1- Les radiopharmaceutiques : le **'I-metaiodobenzylguanidine

L'I-MIBG est un analogue aralkylguanidine de la norépinephrine qui a été développé
pour visualiser I'origine du tissu nerveux sympathique et est devenu un outil essentiel pour

évaluer le stade du neuroblastome et la réponse au traitement (Figure 12).

OH
|
/‘\\/\/ NH;

HO’JI\/!

OH
Norepinephrine

NH

! \/\/\N-Jk NH,
o

Metaiodobenzylguanidine (MIBG)

Figure 12. Structure chimique de la norépinéphrine et de la métaiodobenzylguanidine

(D’aprés Matthay et al., 2012)
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131

Une étude rétrospective a été réalisée sur l'intérét du ~"I-MIBG dans le traitement

131

des formes a haut risques de neuroblastome. Le ~""I-MIBG a été administré a 40 enfants sur

les 111 présentant un neuroblastome de stade 4 et agé de plus de 1 an et a une dose de 0,44

123

GBg/kg. Ces enfants présentaient une maladie résiduelle, évaluée par ““’I-MIBG, aprés une

chimiothérapie d’induction compléte.

131

Les 40 enfants traités au ~"I-MIBG avaient un EFS a 3 ans supérieur au groupe non

traité avec le 3!

I-MIBG, respectivement 46 +/- 8 % et 19 +/- 5 % et un taux de survie a 3 ans
également supérieur, respectivement 58 +/- 9 % et 43 +/- 6 %. Cependant un sous groupe de
66 patients soumis a des doses élevées de chimiothérapie avec une transplantation de
cellules souches autologues durant le traitement, présentent des résultats similaires avec ou
sans 131I—MIBG, avec une EFS a 3 ans respectivement de 49 +/- 9 % et 33 +/- 9 %, et un taux
de survie a 3 ans respectivement de 59 +/- 10 % et 59 +/- 9 % (Schmidt M. et al, 2006). Des
essais cliniques de phase | et Il ou des essais pilotes utilisant le *'I-MIBG & des doses
différentes ou combiné avec des agents cytotoxiques sont actuellement en cours pour

améliorer |'efficacité de ce traitement potentiel.

2-2- Anticorps thérapeutique: I’anticorps monoclonal ch14.18 associé au facteur
stimulant les colonies de granulocytes et des macrophages, l'Interleukine 2 et
I'isotrétinoine

Parmi les autres essais cliniques de phase Ill, I’association de I'anticorps chimérique
ch14.18, déja développé, avec le GM-CSF, IL-2 et 'isotrétinoine a 100 mg/m? a été comparée
a l'isotrétinoine seule aux Etats-Unis (Yu et al., 2010). Un essai clinique est également réalisé
en Europe mais sans l'isotrétinoine et le GM-CSF, molécules interdites en Europe. Cette
étude a été réalisée sur 226 enfants a haut risque de neuroblastome, ayant subit une
thérapie myéloablative avec récupération des cellules souches, et recevant 6 cycles
d’isotrétinoine seule ou 6 cycles d’isotrétinoine avec 5 cycles concomitant de ch14.18 en
alternant le GM-CSF et IL-2.

Les 113 enfants recevant I'immunothérapie ont une EFS a 2 ans significativement
améliorée, 66 % + 5 %, P = 0,01, par rapport aux enfants traités avec l'isotrétinoine,
46 % +5 %, P = 0,01. Le taux de survie a 2 ans est de 86 % + 4 % pour les enfants recevant

cette immunothérapie combinée a I'isotrétinoine alors qu’il est de 75 % + 5 %. Bien que ce
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nouveau protocole améliore le pronostic des enfants atteints de neuroblastome a haut
risque, le traitement présente une toxicité non négligeable, plus particulierement avec les

cycles d’IL-2 (Yu et al., 2010).

by

2-3- Les protocoles de combinaison de chimiothérapie associé a la chirurgie,
I'immunothérapie et la transplantation de cellules souches

2-3-1- Les combinaisons de chimiothérapie associée la chirurgie avec ou sans

I'isotrétinoine dans le traitement des jeunes atteints de neuroblastome

Un des objectifs du COG, en collaboration avec l'institut national du cancer est de
déterminer les meilleurs protocoles de traitement du neuroblastome et notamment les
différents schémas de chimiothérapie. Au cours de cet essai de phase lll, différents schémas
de chimiothérapie combinée a la chirurgie avec ou sans l'isotrétinoine ont été testés pour
déterminer I'efficacité de ces différents protocoles (clinicaltrials.gov, numéro NCT00499616).

464 patients de moins de 12 ans ont été inscrits a cette étude qui a débuté en juillet
2007. Le premier protocole est constitué de carboplatine, cyclophosphamide, chlorhydrate
de topitécan et étoposide. Dans les trois autres groupes, le chlorhydrate de doxorubicine est
ajouté a ces quatre agents administrés par voie intraveineuse (iv). Le nombre de cycle initial
de chimiothérapie, I'administration ou non de l'isotrétinoine varie dans ces trois derniers

groupes.

2-3-2 La transplantation de cellules souches associé a l'immunothérapie et a

I'isotrétinoine dans le traitement du neuroblastome

Le développement de nouveaux protocoles thérapeutiques utilisant la transplantation
de cellules souches dans les formes les plus graves de neuroblastome sont en cours
d’évaluation. L'efficacité de la chimiothérapie associée ou non avec I'anticorps monoclonal
ch.14.18, suivi de I'administration d’IL-2 et de la sargramastin aprés la transplantation n’est

pas connue et est actuellement évaluée (clinicaltrials.gov, numéro NCT00026312).
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1150 patients de moins de trente ans sont séparés en deux groupes dont I'un est traité
exclusivement avec de l'isotrétinoine et le deuxieme avec I'anticorps ch.14.18, I'isotrétinoine,
I'aldesleukin et la sargramostin. L’évaluation de |'efficacité ou non de ce protocole se réalise

par la mesure de la survie sans événement.

2-4- L’angiogénése

2-4-1. L’angiogénese tumorale

L’angiogéneése se produit pendant le développement embryonnaire et le remodelage
vasculaire. Elle contréle une série d’évenements qui vont conduire a la néovascularisation
des tissus (Carmeliet et Jain, 2011). Les vaisseaux sanguins et les composants du stroma sont
sensibles aux facteurs pro-angiogéniques qui permettent le remodelage vasculaire pendant
le développement, la cicatrisation des plaies et la grossesse (Weis et Cheresh, 2011).
Cependant dans des situations pathologiques telles que le cancer, ces mémes voies de
signalisations responsables de I'angiogénése sont activées et permettent dans un premier
temps la réoxygénation des zones tumorales hypoxiques, favorisant son développement,
puis dans un deuxieme temps la dissémination des métastases.

Le microenvironnement tumoral est composé de plusieurs types de cellules qui vont
favoriser la néoangiogéneése tumorale. Quand le diameétre de la tumeur excéde quelques
millimétres (2-3 mm?), I'hypoxie et la privation de nutriments vont entrainer une activation
de I'angiogénese, qui va permettre le développement de la tumeur. Les cellules tumorales
exploitent ce microenvironnement pour relarguer des cytokines et des facteurs de
croissance qui activent les cellules quiescentes autour d’elles et initient une cascade
d’événement qui est rapidement dérégulée (Figure 13).

Les cellules tumorales vont libérer des facteurs pro-angiogénique comme par exemple
le vascular endothelial growth factor (VEGF) qui va stimuler la néoangiogénese tumorale et
la prolifération des cellules endothéliales. Bien que cette induction de I'angiogénese puisse
permettre initialement a la tumeur d’avoir accés a plus de nutriments et d’oxygéne, le
réseau sanguin formé est faible et tortueux, provoquant un flux sanguin irrégulier au sein de

la tumeur et par conséquent une réponse partielle a ces besoins mais également une
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résitance aux traitements chimiothérapeutiques et radiothérapeutiques (Weis et Cheresh,

2005).

Libération de
facteurs solubles :

Figure 13. La néo-angiogénése

La combinaison de signaux stimulants a l'intérieur de la tumeur provoque le changement des
différents types cellulaires. Les cellules périvasculaires vont se détacher des vaisseaux sanguins
matures, compromettant leur intégrité, permettant leur remodelage et la promotion d’'un phénotype
activé. Une fois la barriére vasculaire endommagée, les différents types de cellules sont exposés au
stimuli inflammatoire et pro-angiogénique permettant I'amplification du processus angiogénique.
(D’aprés Weis et Cheresh, 2011)

2-4-2. L’angiogéneése et sa régulation dans le neuroblastome

De nombreux mécanismes ont été décrits dans la néoangiogénéese du neuroblastome.
En effet, I'implication de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF-A, bFGF et I’Ang dans la
formation de néovaisseaux a partir de vaisseaux sanguin ont été reporté (Fotsis et al., 1999 ;
Eggert et al., 2000 ; Rossler et al., 1999). La présence d’une amplification de I'oncogéne
MYCN au niveau des cellules endothéliales formant les microvaisseaux irrigant la tumeur a
été décrite récemment et provient des cellules tumorales de neuroblastome. Cette

amplification au niveau des cellules endothéliales met en évidence I'existence d’un
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“mimétisme vasculaire” par un autre mécanisme que I'angiogénése (Pezzolo et al., 2007).
L'ensemble des mécanismes impliqués dans I’'angiogénése du neuroblastome sont résumés

dans le tableau ci-dessous (Tableau 9).

Neuroblastome Angiogéneése Référence
Risque faible :
- Histologie favorable avec - Expression élevée d'activine A Schramm et al.
présence de cellules de Schwann
- Expression de Trk- A - Diminution de I'expression des Eggertetal.

facteurs angiogéniques

Risque élevé :
- Histologie défavorable avec un - Index vasculaire élevé Meitar et al.
Stroma pauvre en cellules de
Schwann
- Amplification MYCN - Niveau élevé de VEGF-A, VEGF-B, bFGF, PDGF-A, TGF-a Eggert etal.

- Diminution des inhibiteurs de la croissance des cellules Fotsis et al.
endothéliales
- Expression de Trk-B - Augmentation du niveau de MMP-2 et MMP-9 Ribattiet al.
- Expression plus élevée des intégrines a3 et af5

Tableau 9. Corrélation entre les facteurs pro-angiogéniques et les facteurs de risques du
neuroblastome.

(D’apres Rossler et al., 2008)

Parmi ces facteurs intervenant dans l'angiogénese du neuroblastome, un grand
nombre est impliqgué dans le pronostic de la pathologie. Une corrélation entre
I'augmentation de l'indice vasculaire et la dissémination des métastases, une amplification
de MYCN et des facteurs histologiques défavorables a été décrite. De nombreuses analyses
ont confirmé le réle important de la vascularistaion tumorale dans le pronostic de la maladie
(Rossler et al., 2008). Par conséquent la néoangiogénese tumorale semble jouer un réle
crucial dans les différents phénotypes cliniques observés chez les patients atteints de
neuroblastomes mais également au niveau de la biologie de la tumeur.

Plusieurs facteurs pro-angiogéniques ont également une valeur pronostique dans le
neuroblastome. Il a été observé des taux élevés levels de VEGF-A, VEGF-B, bFGF, Ang-2, TGF-
alpha et de PDGF-A dans les stades avancés alors que leur niveau d’expression est faible
chez les enfants atteint d’un stade I, Il ou IV S de neuroblastome (Eggert et al., 2000). Des
MMP et plus particulierement les MMP-2 et MMP-9 sont associées au processus d’invasion
et de dissémination des métastases dans de nombreux cancers. Le niveau d’expression de
ces deux MMP est également augmenté dans le neuroblastome et I'expression élevée de

MMP-2 est associée a un mauvais pronostic (Rossler et al., 2008). Les intégrines
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alpha(v)beta3 et alpha(v)beta5 sont fortment exprimées au a la surface des microvaisseaux
irrigant les tumeurs chez les patients a haut risque de neuroblastome contrairement a ceux a
faible risque (Erdreich-Epstein et al., 2000). Les mécanismes impliqués dans la dérégulation
de I'expression de ces facteurs pro-angiogéniques dans le neuroblastome sont actuellement
étudiés.

L'oncogéne MYCN est fréquement amplifié chez les enfants a risque élevé de
neuroblastome et est associé également a un indice vasculaire élevé et a un mauvais
pronostic (Meitar et al., 1996). Cependant une corrélation directe entre la surexpression de
cet oncogene et des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF ou les MMP n’a pas été
encore établie (Rossler et al., 2008). Néamoins des études récentes ont mis en évidence que
la surexpression de MYCN dans le neuroblastome aggressif est responsable de la
suppression de I'expression de trois inhibiteurs de I'angiogénése (Fostis et al., 1999), et plus
particulierement de I'activine A qui inhibe la croissance et I’'angiogénese tumorale in vivo et
in vitro (Breit et al., 2000). Cette protéine est hautement exprimée dans les Neuroblastomes
différenciés et sa surexpression est corrélée a un bon pronostic (Schramm et al., 2005).

La présence des cellules de Schwann quiescentes dans un stroma riche est souvent
observée dans les neuroblastomes a risque faible et a bon pronostic (Ambros et al., 1996).
Les cellules de Schwann produisent de nombreux inhibiteurs de I'angiogénése tumorale
comme des inhibiteurs a la MMP-2 (Cafiete et al., 2000) ou a la PEDGF (Crawford et al.,
2001). La présence de ces cellules avec un stroma riche régule négativement I'angiogénese
tumorale et inhibe le développement tumoral observé dans la majorité des Neuroblastomes
a faible risque.

Un environnement hypoxique induit un stress cellulaire qui peut conduire rapidement
a l'activation de mécanismes cellulaires permettant |'adaption de la cellule a cet
environnement et sa survie. Des genes cibles comme le géne VEGF-A sont transcrit
rapidement par l'intermédiaire du facteur de transcrription HIF-1 afin de favoriser la
néoangiogénese (Rossler et al., 2008). Cette surexpression du VEGF-A permet la prolifération
des cellules endothéliales intratumorales (Rossler et al., 1999) et la formation d’un réseau
sanguin fragile et poreux au niverau de la tumeur. L’hypoxie des cellules tumorales, due a
leur prolifération rapide, est un régulateur essentiel de I’angiogénése tumorale et est
responsable de I'activation de voies de signalisations cellulaires impliquées dans ce

processus.
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Le neuroblastome est une maladie rare et orpheline touchant 150 enfants par an en
France. Dans plus de la moitié des cas la maladie est diagnostiquée au stade métastatique et
60 % des enfants rechutent et décedent. Par conséquent, il est nécessaire d’identifier des
marqueurs plus spécifiques et plus sensibles pour permettre une prise en charge plus
précoce des ces patients mais également développer de nouvelles thérapies pour les
patients diagnostiqués tardivement et pour lesquels aucun traitement efficace n’est proposé.
Les thérapies anti-angiogéniques ciblent I'angiogénése tumorale, étape préliminaire a la
dissémination métastatique. Ces thérapies innovantes agissant a un stade tardif du
développement tumoral sont intéressantes chez ces patients diagnostiqués au stade IV et

peuvent représenter une des thérapies futures dans la prise en charge de ces patients.
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Deuxieme Partie. Stratégie anti-

angiogénique et nouvelle cible

thérapeutique : le globoside Gb3
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1- Les stratégies anti-angiogéniques

Les molécules anti-angiogéniques permettent le ciblage de la vascularisation tumorale
et I'inhibition de la formation des métastases qui sont des étapes essentielles dans 'invasion
tumorale, l'un des parametres les plus péjoratifs de la maladie. Les molécules anti-
angiogéniques intéragissent avec les voies d’activation de la néo-angiogénese tumorale et
peuvent ainsi agir de différentes manieres comme linhibition de la prolifération des
cellules endothéliales, la neutralisation des facteurs pro-angiogéniques, l'inhibition de la
migration des cellules endothéliales, ou en tant qu’inhibiteurs endogenes de I'angiogénése

comme |’endostatine.

1-1- Les anti-angiogéniques sur le marché

Au premier rang des molécules anti-angiogéniques validés en clinique (Tableau 10)
vient un anticorps humanisé de classe IgG1 se liant aussi bien in vitro que in vivo au VEGF-A,
I’Avastin ® ou Bevacizumab. Approuvé par la FDA en 2004, c’est le seul anticorps monoclonal
approuvé en premiere ligne de traitement anti-angiogénique.

Trois autres anticorps bloquant les récepteurs aux facteurs pro-angiogéniques sont
également utilisés. Le cétuximab et le panitunumab bloquent le récepteur a I'EGF. Enfin
guatre inhibiteurs des récepteurs a la tyrosine kinase possedent également une activité anti-
angiogénique : I'imatinib (Glivec®) et I’erlotinib (Tarceva®) bloquent spécifiquement I'activité
kinase Bcr-Abl et du récepteur a 'EGF respectivement, alors que le sorafenib (Nexavar®) et
le sunitinib (Sutent®) sont des inhibiteurs de tyrosine-kinase multi-cibles, donc
moyennement spécifiques des domaines kinases des trois récepteurs au VEGF (VEGFR-1,
VEGFR-2 et VEGFR-3) et le récepteur au PDGF.

Une autre molécule possede une activité anti-angiogénique: le thalidomide. Le
thalidomide est un dérivé de I'acide glutamique qui a été prescrit aux femmes enceintes

dans les années 60, responsable de malformations de 12000 nouveaux-nés.
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Nom Mécanismes Cibles moléculaires Types de cancer Phase

d’action

Bevacizumab  Anti-angiogénigues AcM anti-VEGF - Cancer colorectal métastatigue (+Fluoropyrimidine ) Approuve
(Avastin ®) - Cancer du sein métastatigue (+paclitaxel ou docetaxel) Approuve

- Cancer du poumon non 3 petites cellules (+ sels de platine) Approuvé

- Cancer du rein avanceé etfou métastatique Approuvé
Cetuximab Antagoniste de I'EGF  AcM anti-EGFR - Cancer métastatique du colon et du rectum Approuvé
{ Erbitux®)
Panitumumab Antagoniste de 'EGF AcM anti-EGFR - Cancer colorectaux metastatiques Approuve
(Vectibix ®) - Cancer du poumon & non petites cellules Phase

- Cancer de la prostate Phase

- Cancers pancréatiques et cesophagiens Phase |
Trastzumab  Antagoniste de 'EGF  AcM anti-CerbB2 - Cancer du sein métastatigues Approuvé
{Herceptine ®) (forme mutée et hyper

exprimée du Rc 3 I'EGF)

Imatinib Molécules inhibitrices  Protéine kinase Ber-Abl - Leucémie chronigue myéloide (+ interféron) Approuve
(Glivec®) de tyrosine kinase - Carcinomes épitheliaux (+ docetaxel) Phase |
Erlotinib Molécules inhibitrices Rc a I'EGF - Cancer du poumon non & petites cellules (+chimiothérapie) Approuve
(Tarceva ®) de tyrosine kinase - Carcinomes Phase Il
Sorafenib Molécules inhibitrices VEGFR1,2 et 3 - Carcinomes rénaux et hépatocarcinome Approuvé
{Nexavar %) de tyrosine kinase PDGFR, c-kit - Carcinomes rénaux (+IL-2) Phasell

- Cancer du poumon a petites cellules (+docetaxel +carboplatine) Phasell
Sunitinib Molécules inhibitrices VEGFR1,2et 3 - Carcinomes rénaux métastatiques/ cancers gastro-intestinaux  Approuve
(Sutent®) de tyrosine kinase PDGFR - Cancers colorectaux (+ folfox) Phase |
Thalidomide  Anti-angiogénigues Inhibition libération - Myélome multiple Phase Il

TNF-a parmonocytes - Glioblastome Phase |

Tableau 10. Molécules anti-angiogéniques approuvées

(D’apres Khosravi Shahi et Fernandez Pineda, 2008; Fayette et al, 2006 et le site
http://clinicltrials.gov, 2010)

1-2- Les anti-angiogéniques en développement clinique

Une autre stratégie anti-angiogénique consiste a inhiber la migration des cellules
endothéliales en empéchant leur interaction avec la matrice extracellulaire. Ainsi, un second
anticorps humanisé est en développement, le vitaxin (MEDI-522 ou Abergrin ®) qui se lie a
I'intégrine avB3 qui est surexprimée au niveau I'endothélium vasculaire de nombreuses
tumeurs (Brooks et al., 1994). Un anticorps monoclonal chimérique de classe 1gG1 , I'IMC-
1121B dirigé contre le VEGFR-2, bloque le lien entre ce récepteur et son ligand.
(clinicaltrials.gov).

Il existe également des protéines de fusion, qui sont protéines artificielles constituées
d’un fragment protéique (épitope, récepteur) d’intérét associé au fragment Fc d’une
immunoglobuline. Le VEGF-Trap (Aflibercept ®) est une protéine de fusion qui associe le
récepteur artificiel au VEGF au fragment Fc d’'une immunoglobuline. Il se lie au VEGF
circulant ou tissulaire et I'inactive. Son affinité pour le VEGF est 100 fois supérieure a celle
obtenue avec des anticorps monoclonaux tout en conservant un profil pharmacocinétique

similaire.
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De multiples molécules inhibitrices sont actuellement le développement clinique
comme le géfitinib (Iressa®) qui cible 'EGF-R ; '’AE-941 (Néovastat ®) qui cible le VEGF-1 et
les métalloprotéases MMP-2, MMP-9 et MMP-12 ; le vatalanib qui cible le VEGFR-2 et
également a plus forte concentration le PDGF-R et c-kit ; le vandetanib qui est un inhibiteur
potentiel du VEGF-R et dans une moindre mesure I'EGF-R. Toutes ces molécules sont

actuellement en phase d’essais cliniques dans de multiples cancers (Tableau 11).

Nom Mécanismes Cibles moléculaires Typesde cancer Phase
d’action

Vitaxin Inhibiteurs des AcManti-intégrine - Mélanome Phase I

(Abergrin®)  molécules d’adhésion avp3 -Prostate (+ docetaxel, prednisone, et acide zoledronigue) Phasell
- Cancer du rein (+ Avastin®)/ Psoriasis Phase Il

IMC-1121-B  Antagonistedu VEGF  VEGF-R - Cancer colorectal metastatique Phase |
- Cancer colorectal metastatigue (+ 5-FU/FA et oxaliplatine) Phasell

VEGF Trap Antagoniste du VEGF  VEGF -DLMA Phase Il

(Aflibercept %) - Lymphome non-hodgkinien (+ R-CHOP) Phase Il
- Cancers de la thyroide Phase Il

Vandetanib  Molécules inhibitrice  VEGF-R et EGF-R - Cancer du poumon (+ docetaxel et carboplatine) Phase |l

(Zactima®, de tyrosine kinase

7D6474)

PKT 787 Antagoniste du VEGF  VEGF-R2 (PDGFR, c-kit) - Tumeurs neurcendocrines metastatigues Phase ||

(Vatalanib)

AE-941 Inhibiteur des MMP-2,9 et 12, et - Myélome multiple/cancer du rein Phase Il

(Neovastat®) metalloprotéinases VEGFR-1 - Cancer du sein et colorectal (+ chimiothérapie et radiothérapie) Phase Il

Géfinitib Molécules inhibitrices EGFR - Cancer de |a téte et du cou Phase |

(Iressa ®, de tyrosine kinase -Cancer du poumon a petites cellules Phase Il

ZD1839) - Carcinomes rénaux (+ sunifinib) Phase Il

Tableau 11. Les molécules anti-angiogéniques en phase d'essais cliniques

(D’apres Khosravi Shahi et Fernandez Pineda, 2008; Fayette et al, 2006 et le site
http://clinicltrials.gov, 2010)

1-3- Les limites des molécules a activité biologique

Les effets des médicaments anti-angiogéniques sont souvent utilisés et amplifiés par leur
association au traitement de référence. Cette association entre le traitement de premiere
ligne et I'agent anti-angiogénique s’explique en partie par une synergie mécanistique, les
stratégies anti-angiogéniques abaissant les niveaux de protection des cellules endothéliales,
qui peuvent du coup s’avérer plus vulnérables aux traitements cytotoxiques.

Malgré leur utilisation, ces traitements présentent parfois peu d’efficacité sur certains

types de cancers et présente une toxicité importante lors de leur utilisation. La FDA a intégré
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a ses recommandations d’utilisation du bevacizumab, le risque de complication dans la
cicatrisation, de perforations intestinales et d’hémorragies, et une augmentation du risque
d’hypertension, de thromboembolie et de complications cardio-vasculaires pour les patients
prédisposés (Boehm et al., 2010). On ne dispose pas du recul nécessaire pour savoir si ces
traitements s’accompagnent d’effets a long terme, mais des modéles murins montrent
gu’une inhibition a long terme du VEGF peut conduire a une dégénérescence des neurones

moteurs (Carmeliet et Jain, 2000) et nécessite donc une observance.

2- Le Globoside Gb3

2-1-  Structure

Le Gb3 est un glycosphingolipide neutre constitué d’un céramide ancré dans la
membrane plasmique cellulaire et d’une chaine oligosaccharidique constituée d’une

molécule de glucose associé a deux molécules de galactose (Figure 14).
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Figure 14. Structure chimique du récepteur Gb3

La structure de ce glycosphingolipide est hautement conservée entre les especes
mais peut cependant présenter des différences au niveau du céramide. Sa chaine d’acide
gras peut varier entre 16 et 24 carbones et présenter des variations au niveau du degré
d’insaturation. La structure de la sphingosine reste constante (d18:1). Dans les tissus

tumoraux, le nombre de carbones peut étre modifié et des phénomenes d’hydroxylation au
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sein de la chaine oligosaccharidique peuvent se produire, modifiant ainsi les propriétés

biologiques de ces structures.

2-2- Métabolisme du Gb3

2-2-1- Voie de biosynthese du Gb3

La synthése du Gb3 est sous le contréle du géne de la Gb3 synthétase, lequel code
pour la synthése d’une enzyme, la lactosylcéramide al,4-galactosyltransférase (Keusch et
al., 2000 ; Kojima et al., 2000 ; Steffensen et al., 2000). La biosynthése du Gb3 est initiée par
I'ajout d’un glucose par la glucosylcéramide synthétase (GlcCer), formant le motif glucose-
céramide (Ichikawa et al., 1998 ; Sprong et al., 1998). Le galactose est ensuite additionné sur
ce motif GlcCer par la B-1,4-galactosyltransférase dans la lumiere de I'appareil de Golgi pour
former le lactosylcéramide (Lannert et al., 1998 ; Won et al., 2007). Le Gb3 est synthétisé par
la al,4-galactosyltransférase qui rajoute une molécule de galactose sur le lactosylcéramide
(Okuda et al., 2006). Les molécules de Gb3 formés sont ensuite transportées par les
vésicules golgiennes vers la membrane cellulaire ou ils vont participer a la formation des

radeaux lipidiques.

2-2-2- Implication du Gb3 dans les maladies métaboliques

Les glycosphingolipides présents au niveau de la membrane plamisque sont
régulierement dégradés par la cellule. Pour étre dégradés, ils doivent étre internalisés par
endocytose juqu’aux endosomes. De la, une partie des glycosphingolipides peut étre
recyclée et réinséreé dans la membrane plamisque tandis que la majeur partie sont
dégradés dans les lysosomes. Une autre partie peut rejoindre I'appareil de Golgi pour leur
synthése de novo (Schwarzmann et Sandhoff, 1990).

Le catabolisme joue wun roOle important puisque plusieurs maladies
neurodégénératives sont dues a des déficiences dans le catabolisme de certains

glycosphingolipides, entrainant leur accumulation dans la cellule (Brady, 1978). Dans le cas
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de la maladie de Fabry, une déficience de 'a-galactosidase A et une accumalation de Gb3
cellulaire est observée entrainant des douleurs, des troubles cardiaques et rénaux ainsi

gu’une atteinte de la cornée et de la cataracte.

2-3- Distribution du Gb3

2-3-1- Distribution tissulaire

L'expression et le métabolisme des glycolipides, incluant le Gb3, est modifiée au cours
de l'oncogénese. Le récepteur Gb3 est surexprimé dans de nombreuses lignées tumorales
comme les tumeurs colorectales, les cancers du pancréas ou du sein (Johansson et al., 2009 ;
Falguieres et al., 2008 ; Distler et al., 2009). Il est également exprimé a la surface des cellules
du lymphome de Burkitt comme CD77 ou surexprimé au niveau des cellules endothéliales
intratumorales lors de I'angiogénése tumorale.

Au niveau des tissus sains, le Gb3 est exprimé par les cellules dendritiques mais
également par les cellules du néphron chez le jeune enfant. Il est exprimé également comme

antigéne du groupe sanguin rare p~.

2-3-2- Distribution cellulaire

Au niveau cellulaire, les glycoshingolipides sont majoritairement présents dans le
feuillet externe de la membrane plasmique (Macher et Sweely, 1978). Certains peuvent étre
également retrouvés au niveau du cytoplasme (Gillard et al., 1991).

Au niveau de la membrane plamisque, les glycosphingolipides sont regroupés en
microdomaines dans les radeaux lipidiques. Ces radeaux lipidiques sont riches en
cholestérol et en protéines particulieres comme les protéines membranaires liées au GPI
(protéine a pied d’ancrage glycosyl-phosphatidylinositol) ou des protéines a long domaines
transmembranaires impliquées dans la signalisation cellulaire. Dans le cas de la maladie de
Fabry, les taux de cholestérol diminuent au profit du Gb3 au niveau de ces domaines,
entrainant des dysfonctionnements de I’endothélium observés dans cette pathologie (Shu et

Shayman, 2007).
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2-4-  Fonctions biologiques du Gb3

En dehors de son réle de récepteur biologique aux toxines bactériennes de la famille
des Shiga toxines ou vérotoxines, les fonctions biologiques du récepteur Gb3 demeurent
encore hypothétiques. L'expression du Globoside Gb3 est fortement corrélée a
I’envahissement tumoral et au potentiel métastatique dans le cancer colorectal, due a la
surexpression de la Gb3 synthétase lors du passage du stade non invasif au stade invasif de
la tumeur (Kovbasnjuk et al., 2005). Dans certaines tumeurs comme le neuroblastome, le
Gb3 n’est exprimé qu’au niveau de la vascularisation tumorale, ce qui laisse suggérer que
I'activation de l'angiogénese tumorale peut résulter de l'induction de I'expression des

cellules endothéliales activées (Lingwood et al., 1999).

3- Les travaux du laboratoire avant mon arrivée

Avant mon arrivée au laboratoire dans I’équipe, un anticorps monoclonal, le 3E2,
spécifique du glycolipide neutre Gb3 a été caractérisé. Cet anticorps a été obtenu par
immunisation de souris par des cellules endothéliales humaines. Le laboratoire a montré que
le Gb3 est surexprimé sur les cellules endothéliales en prolifération par rapport aux cellules
endothéliales quiescentes. lls ont également observé que cet anticorps est efficace en
inhibant la prolifération des cellules endothéliales in vitro, 'angiogénése avec un modele ex
vivo d’anneau aortique, et la croissance tumorale sur un modele syngénique murin de
neuroblastome. Cet anticorps est capable d’inhiber la prolifération des cellules endothéliales
en |'absence de recrutement d’effecteurs du systéme immunitaire. De plus, ces effets anti-
prolifératifs ne résultent pas de I'apoptose cellulaire contrairement aux autres ligands du
Gb3 comme la shiga toxine ou d’autres anticorps anti-Gb3 existants. Cet effet cytostatique
observé est important a considérer car il peut diminuer la toxicité, observée avec la shiga
toxine, sur les cellules saines exprimant le Gb3. Par conséquent, I'objectif de mes travaux est
de mieux comprendre les différences mécanistiques observées entre la shiga toxine et le
3E2, qui induit I'inhibition de la prolifération cellulaire, en étudiant les différentes voies de

signalisations cellulaires impliquées.
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4- Etudes des propriétés de modulation de la signalisation cellulaire du 3E2

4-1- Matériels et méthodes

4-1-1- Lignées cellulaires

4-1-1-1- Les cellules endothéliales HMEC-1

La lignée HMEC-1 a été obtenue par I'équipe du professeur F. J. Caudal (Center for
Disease Control, Atlanta, GA, USA; Ades et al., 1992) par immortalisation de cellules
endothéliales microvasculaires humaines par transfection d’un plasmide contenant la région
codante de I'antigéne T du virus simien 40 (SV40). Ces cellules sont cultivées et repiquées
jusqu’a un maximum de 20 passages pour limiter le phénoméne de dérive phénotypique.
Elles sont ensemencées a une densité de 20000 cellules/cm® et cultivées dans une
atmosphere humide a 37°C et enrichie a 5% de CO, dans du milieu MCDB 131 (Invitrogen,
Cergy Pontoise) comportant 15 % de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté, 10 ng/ml
d’EGF (Peprotech, Neuilly sur Seine), 2 ug/ml d’hydrocortisone (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA), 2 mM de L-glutamine (Gibco, Cergy Pontoise), 100 Ul/ml de pénicilline et 100 pg de

streptomycine (Gibco).
4-1-1-2- Lalignée tumorale Raji
Les cellules du lymphome humain Raji proviennent de I’ATCC (Rockville, USA). Ces
cellules sont ensemencées a raison de 10’ cellules/ml dans le milieu RPMI 1640 (Gibco),
supplémenté de 10 % de SVF décomplémenté, 2 mM de L-Glutamine (Gibco), de 100 Ul/ml

de pénicilline et de 100 pg/ml de streptomycine (Sigma-Aldrich). Sa culture est réalisée a

37°C en atmosphére humide enrichie a 5% de CO,.

4-1-1-3-  L’hybridome 3E2

L'hybridome 3E2, obtenu au laboratoire et sécrétant I'anticorps monoclonal 3E2

spécifique du Gb3, est ensemencé a 10° cellules/ml dans le milieu RPMI 1640 (Gibco),
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supplémenté de 10 % de SVF décomplémenté, 2 mM de L-Glutamine (Gibco), de 100 Ul/ml
de pénicilline et de 100 pg/ml de streptomycine (Sigma-Aldrich). Sa culture est réalisée a

37°C en atmospheére humide enrichie a 5 % de CO,.

4-1-1-4- Test de viabilité cellulaire

Ce test est réalisé avec de |'éosine, un colorant vital. Un volume de suspension
cellulaire est mélangé a un égal volume d’éosine a 0,15 %. Les cellules mortes, laissant
pénétrer I'éosine, sont colorées en rouge. Les cellules vivantes sont incolores et comptées
sur cellule de Malassez. Le pourcentage de viabilité est déterminé a partir de la formule

suivante : pourcentage de viabilité = nombre de cellules vivantes / nombre total de cellules

4-1-2- Purification de I'anticorps monoclonal 3E2 par chromatographie d’affinité

sur colonne de protéine L

La purification est réalisée a I'aide d’'une colonne de protéine L de 5 ml (GE Healthcare
Amersham Biosciences, Uppsala, Suéde) préalablement équilibrée par un tampon de Tris
(hydroxyméthyl)-aminométhane-hydroxyl chlorydric acid (Tris-HCI) 0,1 M (Sigma) a pH 7,8.
Le surnageant de culture d’hybridome filtré est dilué au % avec le tampon d’équilibration et
est chargé sur la colonne a un débit de 1 ml/min. La colonne est ensuite lavée avec 50 ml de
tampon d’équilibration. L’anticorps 3E2 est élué de la colonne avec un tampon acide
glycine/Na* 0,1 M (VWR Prolabo, West Chester, Pennsylvanie, Etats-Unis) a pH 3 et collecté
par fractions de 900 uL. Ces fractions sont immédiatement neutralisées par 100 pL de
tampon 1 M Tris-HCI pH 9,0 préalablement déposés dans les tubes de collecte. L’absorbance
de ces fractions est mesurée a une longueur d’onde A= 280 nm et seules les fractions
d’absorbance supérieures a 0,1 sont récupérées. L’anticorps monoclonal est ensuite dialysé
contre une solution de PBS (Sigma) de pH 7,4. Apres filtration stérilisante (0,2um), la
concentration finale d’anticorps est déterminée a partir de I’'absorbance mesurée a A= 280

nm (Loi de Beer-Lambert : A=€lC avece =11, 8 L. gm™cm™).
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4-1-3- Analyse SDS-PAGE en conditions dénaturantes et réductrices de |'anticorps

3E2

L’échantillon d’anticorps monoclonal 3E2 est repris en tampon Tris-HCI 0,5M pH 6,8
contenant 10% de glycérol (VWR, Strasbourg), et 5% de 2-mercaptoéthanol (Promega,
Madison, USA). Il est dénaturé par chauffage a 95°C pendant 2 minutes, puis analysé en
électrophorese Sodium Dodecyl Sulfate -Polyacrylamid Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970). Les échantillons sont déposés a raison de 5 pg par puits dans un gel de
polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur, avec une concentration en polyacrylamide de 12%.
Apres électrophorese a 100 V pendant 2 heures a température ambiante, les gels sont fixés
et colorés avec du bleu de Coomassie R250 (Quantum, Wixon, Michigan, USA). Les masses
moléculaires sont calculées a partir de la migration du marqueur de masse moléculaire

« precision plus all blue standard » (Biorad, Marne la Coquette).

4-1-4- Testimmunoenzymatique ELISA indirect sur les cellules disséguées

4-1-4-1-  Préparations des plaques ELISA

Les plagues de microtitration a fond plat (Nunc, Roskilde, Danemark) utilisées pour ce
test sont préparées en répartissant 10° de cellules cibles par puits dans 50 uL de PBS (Sigma-
Aldrich). Les plaques sont ensuite séchées dans une étuve seche a 37°C jusqu’a évaporation
compléte du liquide. Ces plaques peuvent étre conservées plusieurs semaines apres

dessication.

4-1-4-2- Réalisation de I'ELISA

L’anticorps 3E2 est déposé a une concentration initiale de 10 pg/ml dans 100 uL de
PBS-BSA 0,1%. L'incubation se déroule pendant 2 heures a température ambiante. Apres
trois lavages au PBS, 100 pL d’anticorps polyclonal secondaire conjugué a la biotine (Biot-
goat anti mouse Fc) (Beckmann Coulter, Fullerton, USA) dilué au 1/4000°™ dans du PBS-BSA

0,1%, dirigé contre I'anticorps 3E2, est déposé dans chaque puits. L'incubation dure une
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heure et demie sous température ambiante. L’utilisation de cet anticorps nécessite ensuite
I'ajout du complexe streptavidine-péroxydase (Jackson Immunoresearch, West Baltimore
Pike, USA), dilué au 1/4000°™ dans du PBS-BSA 0,1% pour une incubation supplémentaire
d’une heure a température ambiante et sous agitation. Apres trois lavages, le substrat de la
péroxydase, le 2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt (ABTS)
(Roche diagnostics, Myelan), est déposé a un volume de 100 uL dans chaque puits. Dés

I'apparition d’'une couleur verte, I'absorbance est lue au spectrophotomeétre a A = 405 nm.

4-1-5- Analyse SDS-PAGE en conditions dénaturantes et réductrices des protéines

cytoplasmiques de HMEC-1

Les fractions protéiques récupérées, apres lyse des cellules HMEC-1 congelées dans
I'azote liquide puis a - 80°C avec 75 pL de tampon de lyse, sont centrifugées pendant trente
minutes a 12 000 rpm, a 4°C. Le culot cellulaire est éliminé puis la concentration protéique
de chaque fraction est déterminée par la méthode colorimétrique de dosage protéique
(Bicinchoninic acid, BCA). Soixante quinze pL de chaque fraction sont mélangés avec 15 plL
d’un mélange constitué de B-mercaptoéthanol (60 pL) et de tampon de migration (440 pL).
Les échantillons sont dénaturés par chauffage a 95°C pendant 10 minutes, puis analysés en
électrophorese SDS-PAGE. Les protéines sont déposées a raison de 20 ug par puits dans un
gel de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur. Aprés électrophorése, a 100V pendant 2
heures, les protéines sont transférées sur une membrane Polyvinylidene fluoride (PVDF)

(VWR).
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Espece Dilution
Spécificité Fournisseur Format
d’origine de travail

Phospho-p44 /42 MAPK
Lapin (Erk ¥ :Thr 202/204) Cell signaling 1:1000 | IgG monoclonale
(D13.14.E) xp ™

Lapin Erk p42/44 137F5 Cell signaling 1:1000 | IgG monoclonale

Phospho-Akt S473

Lapin ™ Cell signaling 1:1000 | IgG monoclonale
(D9E) XP
Cell
Lapin Akt signaling/Ozyme | 1:1000 | IgG monoclonale
9272 L

Souris Anti- Bactine clone C4 Millipore 1:5000 | IgG monoclonale
Chevre aMaR Roche 1:1000 IgG polyclonale

Biotine conjugated IgG polyclonale
Chevre Beckman Coulter | 1:4000

Goat Antimouse biotilinée

Tableau 12. Anticorps utilisés dans I'immunoempreinte des protéines des cellules HMEC-1

4-1-6- Immunoempreinte

La membrane est récupérée et saturée pendant une heure dans une cuve avec du
Western Blocking Reagent (WBR) dilué au 1/10°™ dans du Tris Buffered Saline -Tween (TBST)
0,1 %. L’anticorps primaire est incubé pendant 1h30 a température ambiante (Tableau 12).
Apreés trois lavages avec du TBST 0,1 %, I’anticorps secondaire anti-HRP I1gG aMaR, spécifique
du fragment Fc de lapin ou de souris, est incubé en présence de la membrane pendant une
heure a température ambiante. Aprés trois lavages, la solution de chimiluminescence (ECL)

est déposée sur la membrane. La révélation est réalisée en utilisant I'lmager (Fusion Fx7,
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Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée) et le logiciel Fusion. Les intensités de marquage sont
évaluées a l'aide du logiciel image J (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA ),
et exprimées en niveau d’intensité relative aprés normalisation par rapport la B-actine,

utilisée comme protéine de référence.

4-2- Résultats

4-2-1- Production du surnageant de culture de I’hybridome 3E2

L’hybridome 3E2 a été sélectionné et utilisé pour produire I'anticorps 3E2 monoclonal
de souris spécifique du Gb3 (IgM, kappa). Il a été obtenu au laboratoire par une hybridation
de cellules de myélomes sp20 avec des splénocytes, de souris Balb/c immunisés avec des
cellules endothéliales, sélectionnés dans du milieu HAT. Les cellules sont ensemencées dans
du RPMI. Les résultats présentés dans la Figure 15, sont exprimés en nombre de cellules/ml
en fonction du temps. Les cellules sont dans une phase de croissance exponentielle les
guatre premiers jours. A partir de J5, les cellules sont au maximum de densité et a partir de
J6, Les cellules commencent a mourir en raison de I'épuisement du milieu de culture. Trois
litres de surnageant de I'hybridome 3E2 ont été produits en vue de purifier I'anticorps
monoclonal 3E2 anti-Gb3. Au vu des résultats présentés en Figure 15, le surnageant de

culture est prélevé a J5.

Prélevement du

1400000

_ / surnageant
S 1200000
~
(%]
K] 1000000
3
© 800000
(8]
)
© 600000
)
S
400000 -
€
=)
2 200000 -
0 . . ‘ . |
0 2 4 6 8 10

Temps (jours)

Figure 15. Courbe de croissance de la lignée cellulaire 3E2 exprimée en nombre de cellules par ml
en fonction du temps.
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4-2-2- Purification de I'anticorps monoclonal 3E2 par chromatographie d’affinité

sur colonne de protéine L

L'anticorps monoclonal 3E2 a été purifié a partir des 3 L de surnageant par la
technique de chromatographie d’affinité sur colonne de protéine L. Le profil d’élution de
I'anticorps 3E2 retenu sur la protéine L est réprésenté Figure 16. Les fractions 7 a 21, qui
correspondent aux fractions avec une absorbance a 280 nm supérieure a 0,1 sont dialysés
contre du PBS. La concentration protéique déterminée par la lecture de I'absorbance a une
longueur d’onde A=280 nm au nanodrop ND-1000 (Labtech, Ringmer, Royaume-Uni) nous

permet de calculer la quantité d’anticorps récupérés (soit 3,52 mg au total).

0,5 -
0,45 - €=11,8L. gm'lcm'1
0,4 o

E1% A=280nm

0,35

280 nm

0,3

0,25
0,2
0,15

Absorbance a A

0,1
0,05

0123456 7 8 9101112131415161718192021222324252627

Fractions

Figure 16. Profil d’élution de I'anticorps 3E2 par chromatographie d’affinité sur protéine L par
mesure de I’'absorbance a A= 280 nm des différentes fractions collectées.

4-2-3- Analyse SDS-PAGE de I'anticorps monoclonal 3E2 purifié

L'analyse par électrophorese en gel de polyacrylamide en milieu réducteur de
I’échantillon purifié permet d’identifier les différentes chaines et piece de |’anticorps
monoclonal 3E2 purifié. Les immunoglobulines de classe IgM sont définies en électrophorese

SDS-PAGE par trois bandes de migrations. Une bande supérieure de masse moléculaire de 75
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kDa correspondant aux chaines lourdes, une bande de 50 kDa correspondant a la piece J et
une bande inférieure de 25 kDa qui représente les chaines légeres (Figure 17). L’absence de

bandes supplémentaires permet de certifier la pureté du lot d’anticorps produit.
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Figure 17. Analyse électrophorétique SDS-PAGE de I’anticorps monoclonal 3E2 purifié en conditions
dénaturantes et réductrices avec un gel de polyacrylamide 12%.

4-2-4- Activité de I'anticorps monoclonal 3E2 purifié par méthode ELISA

L'activité de l'anticorps monoclonal 3E2 purifié a été analysée sur des cellules
dessiquées exprimant le Gb3. Cet anticorps se fixe sur les cellules dessiquées Raji exprimant

le Gb3 de facon dose-dépendante (Figure 18).

3

Se Titre = 1,06 mg/ml
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Figure 18. Etude de la spécificité de I'anticorps monoclonal 3E2 révélé par du GAM-HRP par test

immunoenzymatique ELISA sur cellules dessiquées Raji.
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4-2-5- Voies de signalisations impliquées dans I'effet cytostatique du 3E2

4-2-5-1-  Voie de signalisation Erk

Les protéines Erk 1 et 2 sont deux isoformes respectivement de poids moléculaire de
44 et 42 kDa. Une cinétique sur des temps courts, allant de 15 minutes a 2 heures, est
réalisée sur cellules HMEC-1. Lorsque les cellules sont a 70 % de confluence, alors I’anticorps
3E2, ou le PBS pour le controle négatif, est ajouté a une concentration de 40 pg/ml.
L'analyse des protéines Erk et p-Erk, par électrophorése en gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes et réductrices par immunoempreinte, montre une diminution de la
phosphorylation pour les temps 15 et 30 minutes (Figure 19 et 20). Cette diminution est
suivie d’'une augmentation de la phosphorylation de Erk au temps 1 heure, ce qui suggere la

mise en place par la cellule d’'un mécanisme d’adaptation a cette diminution précoce de la

phosphorylation de Erk (Figure 19 et 20), puis d’un retour a I'état basal a 2 heures (Figure 20).

L 4 15 minutes 30 minutes 1 heure 2 heures
3E2 - - - - - - - -
42-44 KDa — -— — N e
41-43 KDa am
42 KDa

Figure 19. Niveau d’expression des protéines p-Erk et Erk totale en fonction du temps d’incubation
des cellules HMEC-1 en présence de I’anticorps 3E2 a une concentration de 40 pg/ml.
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34 P-ERK/Actine +/-Ac 3E2 sur HMEC en fonction du temps

25
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0,0 + :

Témoin 15 min 30 min 1H 2H

Figure 20. Evaluation des rapports de la quantité protéique de phospho-Erk/actine en fonction des
temps d’incubation des cellules HMEC-1 en présence de I'anticorps 3E2 a une concentration de 40

pg/ml.

4-5-2- 2- Voie de signalisation Akt ou protéine kinase B

La protéine kinase B ou Akt a un poids moléculaire 60 kDa. Les conditions
expérimentales pour analyser I'action du 3E2 sur la voie de signalisation Akt sont les mémes
gue pour la voie de signalisation Erk. Les résultats présentés dans la Figure 21 et 22 montre
un phénomene similaire a celui observé sur la voie de signalisation Erk mais plus tardif. En
effet, une diminution de la phosphorylation de Akt est observée a 30 min suivie d’une

augmentation a 1 heure et un retour a un niveau basal a 2 heures (Figure 21 et 22).

T 15 minutes 30 minutes 1 heure 2 heures
3E2 - - - + . + - +
60 KDa - - - — p- Akt
60 KDa e e SN — 1
42 KDa i I —— e {1

Figure 21. Niveau d’expression des protéines p-Akt et Akt totale en fonction du temps d’incubation
des cellules HMEC-1 en présence de I’anticorps 3E2 a une concentration de 40 pg/ml.
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25 7 P-Akt/Actine +/-Ac 3E2 sur HMEC en fonction du temps
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Figure 22. Evaluation des rapports de quantité protéique de p-Akt/actine en fonction des temps
d’incubation des cellules HMEC-1 en présence de I’anticorps 3E2 a une concentration de 40 pg/ml

4-3- Discussion

En complément a la chimiothérapie et a la chirurgie, 'immunothérapie et les thérapies
anti-angiogéniques constituent une nouvelle approche dans le traitement des cancers. Afin
de préparer des anticorps spécifiques des cellules endothéliales intra-tumorales, des souris
Balb/c ont été immunisées avec des cellules HMVEC-L préparées selon un modeéle de co-
culture en présence de carcinome colique humaine T 84 mimant le micro-environnement
tumoral (Gaugler et al., 2007). Aprés hybridation somatique, plusieurs hybridomes
spécifiques du globotriaosyl Gb3, un glycolipide neutre faiblement immunogéne, ont été
obtenus. Cette découverte nous a amenés a nous interroger sur le role du Gb3 dans
I’'angiogenése tumorale en utilisant I’'hybridome 3E2 spécifique du Gb3. Cet hybridome a été
sélectionné parmi six autres hybridomes obtenus au laboratoire car il présentait la meilleure
affinité.

L’apport des anticorps monoclonaux dans I'étude des glycolipides a été d’un grand
intérét en révélant a la fois une plus grande diversité structurale des glycolipides et une

restriction spatio-temporelle de leur distribution tissulaire. De plus, ils ont permis
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I'identification de certains glycolipides comme des antigénes de tumeurs et ont révélés
I'implication des glycolipides dans la biologie des cellules comme I'apoptose. Les anticorps
sont donc des outils indispensables pour comprendre l'importance fonctionnelle des
glycolipides. Pour cela, leur purification est essentielle et bien qu’étant trés hétérogéne, ils
ont néanmoins en commun un certain nombre de caractéristiques structurales et physico-
chimiques et de propriétés fonctionnelles qui permettent leur purification et leur
individualisation. Ainsi, de nombreuses méthodes ont été utilisées pour purifier des
anticorps spécifiques d'un antigene ou bien pour séparer des immunoglobulines a partir d'un
mélange protéique complexe : précipitation, gel filtration, échangeuses d'ions. Toutefois, la
méthode la plus rapide et la moins onéreuse consiste a purifier les anticorps par
chromatographie d'affinité avec la protéine A ou la protéine G. Ce sont des protéines de
source bactérienne qui ont la capacité de se fixer sur la région Fc des anticorps. C'est une
méthode de purification rapide, mais elle n’est pas efficace pour toutes les sous-classes
d’anticorps et en particulier elle n’est pas applicable aux anticorps de classe M. En effet, la
protéine A et protéine G se lient trés mal ou pas du tout, en partie parce que les sites de
liaison sur les régions Fc de [I'lgM sont encombrés stériquement par sa structure
pentamérique. Aussi, beaucoup d'anticorps de classe IgM ne sont pas valorisés du fait de
leur difficulté de purification. Les techniques conventionnelles sont souvent fastidieuses en
raison d'étapes multiples a optimiser (précipitation, gel filtration, échangeuses d'ions) et
nous nous sommes heurtés comme d’autres laboratoires a la difficulté de disposer
d’anticorps purifiés et stables. Nous avons abandonné la chromatographie d’affinité couplée
au MBP (Manose Binding Protein) (Nethery et al., 1990) pour la purification du 3E2 en raison
de son faible rendement. Une protéine récemment découverte, la protéine L (GE Healthcare
Amersham Biosciences), se lie a certaines chaines k des anticorps quelque soit leur classe.
Aussi, pour réduire les problemes corollaires, le rendement faible (pertes a chaque étape),
perte de spécificité ou stabilité, colts importants, nous avons utilisé dans le cas du 3E2 la
protéine L. L’analyse SDS PAGE de I’AcM 3E2 ainsi purifié ainsi que I'analyse de sa spécificité
par test immuno-enzymatique ELISA, nous indique qu’un seul passage sur la colonne de
protéine L permet d’obtenir I'anticorps fonctionnel avec une pureté > 95 %.

La disponibilité de I’AcM 3E2 a I'état purifié permet a présent de mettre en évidence
les propriétés effectrices de cet anticorps. De fagon surprenante, des études

complémentaires menées par A. Desselle (Desselle et al.,2012) ont démontré que I’AcM 3 E2
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anti-Gb3 était capable d’inhiber la viabilité des cellules endothéliales en prolifération
indépendamment du recrutement d’effecteur du systeme immunitaire comme le
complément et de I'apoptose. En dehors de son réle de récepteur cellulaire aux toxines
bactériennes de la famille des vérotoxines, les fonctions biologiques du Gb3 demeurent
encore hypothétiques. L'implication des glycolipides dans la prolifération cellulaire est
suggérée par leur présence dans les radeaux lipidiques ou ils peuvent s’associer a des
molécules impliquées dans la signalisation cellulaire. Par exemple, le marqueur
glycolipidique tumoral GD2 est associé aux intégrines a la surface des cellules de carcinome
pulmonaire a petites cellules (Yoshida et al., 2001). La fixation d’un anticorps anti-GD2 a son
antigene induit la dissociation du complexe GD2-intégrine et la déphosphorylation de la
Focal Adhesion Kinase suivi de la mort de la cellule tumorale par anoikis (Aixinjueluo et al.,
2005).

Pour pouvoir comprendre les propriétés cytotoxiques des anticorps spécifiques de
I’épitope Gb3 et afin d’utiliser ces anticorps a des fins thérapeutiques, nous nous sommes
engagés a caractériser les mécanismes de signalisation qui régulent 'inhibition de viabilité
des cellules endothéliales. Nous rapportons ici que la fixation de I’AcM 3E2 au Gb3 a la
surface des cellules entraine une déphosphorylation transitoire des protéines intracellulaires
Erk et Akt deux protéines a activité kinase reconnues pour leur implication dans la
prolifération cellulaire. L’action sur les protéines du cycle cellulaire, possédant une cinétique
plus tardive, doit étre maintenant démontrée. Une premiére série d’expériences sur les
protéines Forkhead Box O (FOXO), cibles d’Akt et Erk et de cinétiques plus tardives, ne nous
a pas permis de mettre en évidence une modification particuliere sur ces protéines
intracellulaires (données non présentées). De plus, deux autres expériences de cinétique de
24 heures, ont été réalisées ciblant les protéines p21 et p27 au cours desquelles aucune
modification n’a été observée (données non présentées). Il serait intéressant de rechercher
I'action potentielle de I’AcM 3E2 anti-Gb3 sur d’autres protéines inhibant la formation du
complexe cycline/cdk comme p57 ou entrant en compétition avec les cyclines pour la liaison
au cdk comme p16 ou pl8. Nous envisageons également de caractériser une éventuelle
protéine membranaire associée au Gb3, par immunoprécipitation a I'aide de I'anticorps 3E2,
qui pourrait étre impliquée dans la signalisation cellulaire. Quoiqu’il en soit, la
caractérisation des mécanismes conduisant a linhibition de la viabilité des cellules

endothéliales induites par I'anticorps 3E2 spécifique du Gb3 permettra d’identifier de
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nouvelle(s) cible(s) moléculaire(s) impliquée(s) dans la prolifération des cellules
endothéliales intra-tumorales. Celle-ci permettra de proposer de nouvelles thérapeutiques
destinées aux patients ayant développé une résistance adaptative aux traitements actuels
reposant sur |"utilisation du bevacizumab.

L’expression du Gb3 sur les cellules endothéliales est augmentée lorsque ces cellules
sont en phase de prolifération ou sous l'influence d’un facteur pro-angiogénique comme le
VEGF. La néovascularisation chez I'adulte étant observé essentiellement dans des processus

de cancérogénese, le Gb3 devient un marqueur de I'angiogénése tumorale intéressant.
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Annexe 1: Article: Anti-Gb3 Monoclonal Antibody Inhibits Angiogenesis and Tumor
Development. Desselle A., Chaumette T., Gaugler M.H., Cochonneau D., Fleurence J., Dubois
N., Hulin P., Aubry J., Birklé S., Paris F. (2012). Anti-Gb3 monoclonal antibody inhibits
angiogenesis and tumor development. PLoS ONE 7: e45423. Dans cet article j’ai mis en
évidence les différentes voies de signalisations cellulaires précoces impliquées dans I'effet
cytostatique du 3E2.

Annexe 2 : Author’s view : Inhibition of tumor angiogenesis by globotriaosyl ceramide Gb3
immunotargeting. Stéphane Birklé, Ariane Desselle, Tanguy Chaumette, Marie-Hélene Gaugler,
Denis Cochonneau, Julien Fleurence, Nolwenn Dubois, Philippe Hulin, Jacques Aubry, and
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and Tumor Development

Ariane Desselle"*3®, Tanguy Chaumette™*3®, Marie-Héléne Gaugler***, Denis Cochonneau’%3,

Julien Fleurence"*3, Nolwenn Dubois"**%, Philippe Hulin®, Jacques Aubry"*3, Stéphane Birklé"*3",
Francois Paris" 236"

1 Inserm, UMR892, Nantes, France, 2 Université de Nantes, UFR des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, Nantes, France, 3 CNRS, UMR 6299, Nantes, France, 4 Institut
de Radioprotection et de Sareté Nucléaire, Fontenay-aux-Roses, France, 5 Inserm, SFR Santé UMS 016, Nantes, France, 6 Institut de Cancérologie de I'Ouest, Saint-Herblain,
France

Abstract

Inhibiting the growth of tumor vasculature represents one of the relevant strategies against tumor progression. Between all
the different pro-angiogenic molecular targets, plasma membrane glycosphingolipids have been under-investigated. In this
present study, we explore the anti-angiogenic therapeutic advantage of a tumor immunotherapy targeting the
globotriaosylceramide Gb3. In this purpose, a monoclonal antibody against Gb3, named 3E2 was developed and
characterized. We first demonstrate that Gb3 is over-expressed in proliferative endothelial cells relative to quiescent cells.
Then, we demonstrate that 3E2 inhibits endothelial cell proliferation in vitro by slowing endothelial cell proliferation and by
increasing mitosis duration. Antibody 3E2 is further effective in inhibiting ex vivo angiogenesis in aorta ring assays.
Moreover, 3E2 treatment inhibits NXS2 neuroblastoma development and liver metastases spreading in A/J mice.
Immunohistology examination of the NXS2 metastases shows that only endothelial cells, but not cancer cells express Gb3.
Finally, 3E2 treatment diminishes tumor vessels density, proving a specific therapeutic action of our monoclonal antibody to
tumor vasculature. Our study demonstrates that Gb3 is a viable alternative target for immunotherapy and angiogenesis
inhibition.
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Introduction them candidate targets for oncological applications [3]. In
particular, globotriaosylceramide Gb3, a neutral GSL, has been
identified as three different entities according to the cell type: the
rare Pk blood group antigen on erythrocytes [5], CD77
differentiation antigen on germinal B lymphocytes [6], and the
receptor of the bacterial toxin of the Shiga family, also called
verotoxin on small intestine epithelial cells [7]. Gb3 is also found in
the kidney glomerulus of the very young [8] and in several tumors,
such as Burkitt’s lymphoma [9], and colorectal, breast, pancreatic
and ovarian carcinomas [10,11,12,13,14]. Gb3 is expressed not
only in tumor cells, but also in the vasculature surrounding and
within the tumor [15]. This latter finding may reflect an over-
expression of Gb3, especially in angiogenic endothelial cells, which
could be targeted by an anti-cancer agent.

Because Gb3 is a shiga toxin receptor, several engineered shiga
toxin Gb3 ligands are currently under investigation as potential
anti-cancer agents [16]. Its relevance for clinical trials, however,
may be limited due to the toxin’s residual immunogenicity [17].
Furthermore, a high prevalence of anti-shiga toxin antibodies was
detected in healthy populations [18], which could be associated
with population immunity to systemic shiga toxin-associated

Anti-angiogenic therapy, including monoclonal antibodies
(mAbs) and small molecule inhibitors, is considered a relevant
approach that limits tumor progression by inhibiting tumor
vasculature development [1]. Therapeutic mAbs alone or in
combination with other drugs are already proposed in clinical use
to target pro-angiogenic molecular pathways. After a period of
benefit, however, those antibodies, such as Bevacizumab, fail to
produce a lasting clinical response in most patients, due to
compensatory mechanisms leading to adaptive resistance [2],
giving evidence for an urgent need to develop new anti-angiogenic
therapies targeting new molecular targets.

The anti-angiogenesis therapies mainly focus on blocking
growth cytokines or related receptors, or over-expressed proteins
anchored in the endothelial cell membrane. However, mAbs
recognizing cell surface glycosphingolipids (GSLs) have recently
been proven to be effective for adjunct cancer therapy targets [3].
GSLs are expressed mainly at the outer leaflet of the plasma
membrane [4]. They consist of a hydrophobic ceramide mem-
brane anchor and a hydrophilic cell surface-exposed oligosaccha-
ride chain, accessible to cell surface recognition molecules, making
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disease [18]. Due to these limitations, the use of mAbs specific to
Gb3 would be more appropriate in patients.

In this study, we report the generation of a mouse IgM mAb
specific for Gb3 named 3E2. We demonstrate that Gb3 is over-
expressed in proliferating endothelial cells in culture. Furthermore
this novel Mab 3E2 is shown to inhibit angiogenesis in vitro and ex
vivo using a mouse aorta ring test. Finally, its ability to block tumor
angiogenesis and subsequently tumor growth was evaluated
successfully i vivo in a syngeneic animal model. Thus, the use of
anti-Gb3 mAbs could represent new therapeutic strategies for anti-
angiogenic therapies.

Materials and Methods

Cell lines, antibodies and lipids

Human microvascular endothelial HMEC-1 cells and murine
neuroblastoma NXS2 cells respectively provided by F. J. Candal
(Center for Disease Control, Atlanta, USA) and by Pr. Lode
(Universitiatsklinkkum ~ Greifswald, Germany) were grown as
previously described [19,20]. Human neuroblastoma IMR32
and Burkitt’s lymphoma Raji cells were grown in RPMI 1640
with 10% fetal Calf serum as described [21,22]. T84 cells were
grown in DMEM:F12 (1:1, Gibco) supplemented with 10% heat-
mactivated FBS as described [23], The rat anti-Gb3 mAb (clone
38.13; Beckman Coulter) and the GD2 mAb 14G2a (BD
Biosciences) and their isotypic controls (clone 11E10; Beckman
Coulter) were diluted in PBS. Rat brain gangliosides extract, the
neutral GSLs mixture and purified-Gb3 were purchased from
Matreya LLC. Sphingosine-1-phosphate (S1P; Biomol) was
rehydrated in PET diluent as previously described [19].

Hybridoma generation

Murine 3E2 mAb (IgM, K) specific to Gb3 was established in
our laboratory. 6-week old Balb/c mice (Janvier) were immunized
by intra-peritoneal injection of proliferating primary human lung
microvascular endothelial cells HMVEC-L (Lonza) grown in
presence of human colon T84 adenocarcinoma cells (ATCC) in
culture condition previously described [23]. Mice were immunized
with 5 doses of 2.5x10° HMVEC-L cells every 10 weeks and one
booster shot of 1.5x10° cells. Splenocytes were fused with
myeloma cells SP2/0O-Ag14 using polyethylene glycol. Hybridoma
fusions were screened on ecither proliferating or non-proliferating
endothelial cells. After limiting dilution, 3E2 mAb was affinity-
purified from culture supernatants by HiTrap Protein L column
(GE Healthcare).

Glycolipids extraction HPTLC analysis and
immunostaining

Glycolipids were extracted and analyzed according to Ladish et
al. [24]. The recovered glycolipids (2.5 mg of protein equivalent
per sample) were dissolved in a 1:2 v/v chloroform-methanol
solution and separated on a 55:45:10 v/v/v chloroform-methanol-
0.2% aqueous CaCl, solution on thin-layer chromatography plates
(HPTLC; Merck). Glycolipids bands detected after orcinol spray
were quantified by densitometry (ImageQuant, GE Healthcare).
GSLs were identified by the nomenclature of Svennerholm [25].
Then, TLC plates were fixed by 0.1% polyisobutylmethacrylate in
hexane, saturated with 1% PBS-BSA and overlaid with antibodies
overnight at 4°C (5 pg/ml in 0.1% PBS/BSA). mAb binding was
detected by 4-chloro-1-naphtol solution (Sigma) after incubation
with  biotinylated immunoglobulin  (Invitrogen;
1:2,000), and steptavidin-horseradish peroxidase complex (Beck-
man Coulter; 1:2,000) for 1 h each.

anti-mouse
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*H-thymidine incorporation

16 h after treatment, HMEC-1 were incubated with accurate
medium containing “H-thymidine (1 uCi/ml) for 8 h. Cells were
then processed as described [19].

Flow cytometry

To detect cell-surface antigens, 2x10° cells were incubated at
4°C with 3E2 or 11E10 (40 pg/ml) for 60 min, pelleted at 300 g
for 1 min and fixed for 15 min with 4% paraformaldehyde.
Antibody binding was detected by stepwise incubation at 4°C with
biotinylated chain-specific anti-mouse IgM (Jackson Immunor-
esearch; 1:500), then by a FITC-steptavidin complex (Beckman
Coulter; 1:1000) for 30 min cach. Cell fluorescence (10* cells) was
analyzed in a FACScan running Cell Quest Pro (BD Bioscience).

Real-time quantitative PCR

Cellular RNAs from HMEC-1 cells were isolated using the
Nucleospin RNA II' kit (Macherey-Nagel) according to the
manufacturer’s instruction. One pg of total RNA was Oligo(dT)
primed and first-strand cDNA synthesis was performed according
to the manufacturer’s guidelines (Super Script'™ III RNase H
Reverse Transcriptase, Invitrogen). mRNA expression quantifica-
tions expression were analysed by real-time quantitative PCR on
50 ng of ¢cDNA in 50 ul SYBR Green PCR Master Mix mix
(Roche) incubated with the Gb3 synthase primers described [26].
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase was chosen as en-
dogenous reference for normalisation. Relative gene expression
was calculated using the comparative Ct method [27].

Immunocytology

HMEC-1 seeded on coverslips were incubated at 4°C with 3E2
(40 pug/ml) for 45 min, and fixed for 15 min with 4% parafor-
maldehyde. The mAb binding was stepwise incubated at 4°C with
biotinylated anti-mouse IgM (Jackson Immunoresearch; 1:400) for
30 min, FITC-steptavidin complex (Invitrogen; 1:400), and Drag5
counterstain (1:1,000; Biostatus) for 15 min. and detected under
confocal microscopy (T'CS-SP1, Leica).

Cell viability by MTT

2x10*/em* HMEC-1, NXS2 or RAJI cells were plated in 24-
wells, 12 h before incubation of the 3E2 or its isotypic mAb at
various concentrations. After 24 h, 166 mg/ml of the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide solution
(Roche) were added for 4 h at 37°C. Color was revealed after
overnight incubation at 37°C with 100 pl of 10% SDS in 0.01 M
HCI and quantify at 570 nm on a Multiskan reader (Thermo
Electron).

Western Blot

After lysis, 3E2-or IgM-treated HMEC-1 proteins were
separated by SDS-PAGE and transferred to ImmobilonP mem-
brane (Millipore). The membrane was hybridized with anti-bodies
of interest diluted at 1/1,000 for phospho-AKT (clone 9271; Cell
Signaling), 1/1,000 for phospho-ERK (clone 9106; Cell Signaling),
and 1/2,500 for actin (Santa Cruz).

Time-lapse assessment

2x10"/cm? HMEC-1 in 24-wells maintained at 37°C, 5% CO»
were incubated with 3E2 or control at 20 pg/ml. Digital images
were taken every 10 min over 24 h under a time-lapse DMI6000B
microscopy (Leica). Number of cells, mitosis index and cell
detachment have been summed over the 24 h on 3 different 10 x
magnified microscopy shots per well.
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Apoptotic assays

2x10*/cm® HMEC-1 were treated with either 3E2 or its IgM
control 11E10 at 20 pg/ml for 24 h before fixation and cell death
analysis. Cell death was detected by morphology assay after
Hoechst coloration or by flow cytometry analysis of the sub-G1
cell population after propidium iodide (PI) as described [28,29].

Aortic ring assay

8-week old male C5;BL/6 mice aortas were isolated as
described [30]. Aorta rings were treated with either 3E2 or IgM
control for 5 d. Then, pictures were shot at 100 x magnification
and a score based on the number, the length and the density of
vessels, ranging 0 (no sprouting) to 5, was attributed by five
independent panelists.

Metastatic and transplanted Murine tumor models

Six to eight week male A/J mice (Harlan) were studied following
accordance with European Communities Council for the care of
laboratory animals (86/609/EEC). Experimental hepatic metas-
tases were induced by tail vein injection of 2.5x10° NXS2 on day
0 as described by Lode ¢t al. [20]. Mice were treated with mAb zo.
injections on day 1, 2, 7 and 8 for 3E2 (200 pg in 150 ul PBS).
Negative control mice received PBS only or control Ig. Positive
control mice received anti-GD2 14G2a (100 pg in 100 ul PBS) on
day 1 and 2. Animals were sacrificed on day 28, and the number
of liver metastases was evaluated.

Established NXS2 tumors were induced by subcutaneous
injection of 10° NXS2 cells in the right flank of A/J mice. When
the tumor reached a volume of 100 mm®, mice were treated with
mAb z.v. injections on day 0 and 3 for 3E2 (500 ug in 200 ul PBS).
Negative control groups received control 11E10 IgM or PBS.
Tumor size was measured every day with a digital caliper, and
volume was calculated by applying the formula: volume
(mm®) =length xwidth? x0,5. The end point of these studies was
determined by both tumor size (>2000 mm? and the condition
and behavior of the animal. Morbidity is calculated when tumor

reached the volume of 300 mm?®.

Immunohistology

Frozen tumors or healthy organs sections of 5 um were stained
90 min with rat anti-mouse CD31 (Millipore; 1:50) and biotiny-
lated 3E2 or its isotypic control (40 pug/ml) by EZ-Link Sulfo-
NHS-LC-Biotinylation Kit (Thermo Scientific). Staining was
revealed by 90 min of incubation with Alexa 488-conjugated goat
anti-rat Ab (Invitrogen; 1:400) for CD31 and Alexa 568-
conjugated streptavidin (Invitrogen; 1:200) for Gb3. Samples were
counterstained with DAPI. Pictures were observed under an Al
confocal fluorescence microscope (Nikon). Colocalization between
CD31 and Gb3 were processed by Image] with a median filter.
Then, a threshold was applied to each channel of fluorescence.
The binary resulting masks from the green and red channels were
merged by the “colocalization” analysis processing, which shows
only the common pixels to both channels.

Blood vessel density

Frozen tumor sections from the different treatments and time
points were stained with anti-CD31 antibody and counterstained
with 5 pM Draq5 as detailed above. The slides were examined
using an Axiovert 200 microscope (Carl Zeiss) with a 20x
apochromat. images were collected at an optical section thickness
of 0.4 um through the entire cell using the Apotome slider on the
Axiovert 200. CD31 Fluorescence was quantified by Image] for
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cach condition. Mosaic images made of 24 fields (6x4) were
jointed to obtain a larger image.

Scatchard analysis

Scatchard binding assays were performed, as described [21] on
iodine-125-labeled 3E2 with 10° cells. Cell-bound radioactivity
was separately measured using a gamma-counter (Wallac). The
binding data were analyzed according to a one-site equilibrium
binding equation.

Statistic analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
software for Student’s t test, with 95% confidence estimations or
2 ways-ANOVA tests. Actuarial survival and morbidity was
calculated by Kaplan-Meier product limit estimation and statis-
tical significance in survival by the Mantel log-rank test.

Results

3E2 antibody targets Gb3

To generate mAbs against Gb3 with potent anti-angiogenic
activity, we immunized Balb/c mice with proliferating primary
microvascular endothelial HMVEC cells activated by T84
adenocarcinoma cells in a co-culture system (see Materials and
Methods). After ELISA- and immunofluorescence-based screen-
ing, we established 6 hybridoma clones with reactivity to Gb3. 3E2
hybridoma clone with IgM isotype was selected for its strong
binding properties to Gb3 (data not shown).

First, we show that 3E2, contrary to its isotypic control, binds on
the cell membranes of proliferating HMEC-1 as shown by the
green staining under confocal microscopy (Fig. 1A). By HPTLC,
HMEC-1 is showing to express Gb3, such as RAJI (Fig. S1). We
next demonstrated by FACS the exclusive binding of 3E2 to Gb3-
expressing cell lines, HMEC-1 (3E2-positive cells: 68.2%; mean of
fluorescence (MF): 568.3; Fig. 1B) and RAJI (3E2-positive cells:
87.9%; MF: 423.8), compared to the Gb3-negative cell line, NXS2
(2.9% of 3E2-positive cells; MFE: 156.5). In the same conditions,
control IgM do not bind to the Gb3-expressing cell lines (3E2-
positive cells and MF for HMEC-1: 13%, 64.5; for RAJI: 3%,
82.5) confirming the 3E2 specificity. Finally, 3E2 binding activity
against Gb3 was monitored by immunoTLC assay (Fig. 1C).
Gangliosides mixture, neutral GSLs, pure Gb3 and HMEC-1
glycosphingolipids were loaded on silica TLC plate, then migrated
in function of their hydrophobicity and molecular weight, as
observed after orcinol staining (panel a). Hybridization with 3E2
showed the specific binding to a doublet on neutral GSLs, purified
Gb3 and HMEC-1 lanes (panel b, lanes 2, 3 and 4), characterized
as the Gb3 after orcinol staining (panel a, lane 3). No cross-
reactivity of 3E2 is detected against lactosylceramide, glucosylcer-
amide, GM3 or Gb4 as well with the remaining endothelial cells
glycolipids (panel b, lanes 2 and 4). Gb3 specificity for the 3E2 was
confirmed using another anti-Gb3 antibody the 38.13 mAb on
HMEC-1, despite a potential discrepancy on the two bands
affinity (panel c). Taken together with various immunological
assays, our results demonstrated that 3E2 mAb specifically detect
Gb3.

Gb3 is over-expressed in proliferating endothelial cells
We next analyzed the amount of Gb3 molecules at the cell
surface of either proliferating or non-proliferating endothelial cells.
As presented in Fig. 2A, lowering the serum concentration to 0.1%
in the cell medium inhibits by 42.5% the proliferation of HMEC-1
cells measured by thymidine incorporation assay (26756+£2018
counts/min in 15% serum ovs. 15379%1893 in 0.1% serum;
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Figure 1. 3E2 targets Gb3 on the endothelial cell membrane. A) Gb3 immunolocalization in HMEC-1 by FITC-conjugated 3E2 (green; upper
panel) vs. control isotypic 11E10 IgM (lower panel) and counterstaining with Drag5. Scale bar represent 20 um. B) Percentage of Gb3-positive cells by
Facs analysis after hybridization of HMEC-1, RAJI and NXS2 cells with using 3E2 or isotypic control. C) GSLs profiles by orcinol staining after HPTLC
(panel a) and Gb3 expression by immunohybridization using 3E2 (panel b) or commercially available 38.13 (panel c). Lane 1: rat brain gangliosides;
lane 2: neutral GSLs mixture: lane 3, purified Gb3; lane 4: HMEC-1 glycolipids extract.

doi:10.1371/journal.pone.0045423.9g001

p<<0.05). On the other hand, adding I mM of pro-angiogenic S1P
to low serum medium increase by 32% the cell proliferation
(149411719  counts/min  in  0.1%  serum+vehicle  vs.
21959%1719 in 0.1% serum+S1P; p<0.05). Then, Gb3 synthase
expression was evaluated by quantify the mRNA level by RT-
QPCR in function of the HMEC-1 proliferative status (figure 2B).
We next quantify the Gb3 synthase mRNA level by RT-QPCR in
function according to the HMEC-1 cells proliferative status
(Fig. 2B). As expected, a high number of Gb3 synthase mRNA
copies was detected in Raji cells, but not in T84 carcinoma cells.
Interestingly, we found an 69% increase of Gb3 synthase mRNA
copies in the proliferating HMEC-1 cells grown in the high serum
medium compare to the same low dividing cells cultivated in the
low serum medium (p<<0.01). Because Gb3 synthase allows the
production of Gb3 from lactosyl-ceramide, Gb3 expression was
quantified by optic density (OD) after HPTLC in function of the
HMEC-1 proliferative status (figure 2C). OD of Gb3 bands in
endothelial cells cultured in pro-proliferative conditions were
higher as compared to the low proliferating one (OD 75% higher
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in 15% serum vs. 0.1% serum; 47% higher in 0.1% serum+S1P vs.
0.1% serum). We confirmed the increase of Gb3 expression in
proliferating endothelial cells by FACS (Fig. 2D). In fact, a larger
number of Gb3 positive cells were stained by 3E2 in pro-
proliferative as compared to pro-quiescent experimental condi-
tions (66.4%6.1% for 15% serum vs. 42.0%2.0% for 0.1% serum;
42.1£10.3% for 0.1% serum+SI1P vs. 24.4*1.6% for sham-
control, p<0.05). MF providing the relative quantities of Gb3 in
HMEC-1 for the different experimental conditions, increase by 2
in cells cultured in full medium as compared to those in deprivated
medium (639.6218.9% for 15% serum vs. 300.7£40.6% for 0.1%
serum, p<<0.01) and by 1.3 in S1P-treated cells as compared to its
sham-control ~ (204.6%£32.4% for 0.1%  serum+SIP  vs.
159.7£2.5% for sham-control, p<<0.05). Finally, the number of
Gb3 molecules present at the cell surface was calculated by
Scatchard analysis using I'*-labelled 3E2 (Fig. 2E). Fast
proliferating HMEC-1 express 8.5 fold more Gb3 molecules in
their cell membrane than low proliferating endothelial cells (Gb3
sites per cell: for 15% serum: 1.7x10°%, Kd value: 30.2 nM; for
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0.1% serum 0.2x10°, Kd value: 30.2 nM). Altogether our results
confirm that Gb3 is over-expressed by proliferating endothelial
cells. We next analyzed if mAb 3E2 binding would modulate Gb3
expression in proliferating HMEC-1 cells. First, we demonstrated
that 312 antibody binding to proliferating HMEC-1 cells did not
change their Gb3 synthase mRNA expression level after 24 hours
treatment (vs. IgM-treated cells p>0.1; Fig. 3A). In the same
manner, cytometry analysis of Gb3 expression at the cell surface
was not decreased by mAb 3E2 treatment (% of positive cells and
means vs. control [gM-treated cells p>0.1; Fig. 3B and C) proving
a potential sequential use of anti-Gb3 3E2 antibody.

A

Gb3 Immunotherapy Blocks Tumor Angiogenesis

3E2 inhibits endothelial cell proliferation and ex vivo
angiogenesis

To assess the anti-angiogenic properties of anti-Gb3 antibodies,
we next measured the viability of HMEC-1 incubated with
increasing doses of 3E2 for 24 h by MTT assay (Fig. 4A). 3E2, but
not control IgM mAb, inhibits HMEC-1 viability in a dose
dependant manner in the absence of complement to reach a
maximum value of 18.3+0.8% when cells are incubated with
60 pug/ml of anti-Gb3 mAb (p<0.01 vs. IgM). Antibody 3E2
specific viability inhibitory effect was confirmed in the Gb3-
expressing RAJI (data not shown), but not in Gb3-negative NXS2
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Figure 2. Gb3 is over-expressed in proliferating endothelial cells. HMEC-1 were treated with medium containing respectively 15% serum,
0.1% serum and 0.1% serum with 1 uM S1P or its vehicle. A) Proliferation assay by *H-thymidine incorporation 24 h after treatment. (n = 3; mean+SD;
*p=0.05). B) RT-Q PCR 24 h after treatment (n =6; mean=SEM; ns: p<<0.01). C) Gb3 expression detected by 3E2 after immuno-HPLC. D) Gb3-positive
HMEC-1 determines by Facs using 10 ug/ml of 3E2 (n=3). E). Gb3 site number determined by Scatchard analysis using 3E2.

doi:10.1371/journal.pone.0045423.9002
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doi:10.1371/journal.pone.0045423.g003

(Fig. 4A). We next studied the anti-proliferating function of mAb
3E2 by investing its ability to modulate two of the ubiquitous
molecular actors involved in angiogenesis and endothelial stress
response [31]. In fact, protein analysis by western blot shows that
activated forms of AKT and ERK were down regulated
respectively 15 and 30 min after 3E2 antibody treatment
(Fig. 4B). We further analyzed 3E2 anti-angiogenic properties in
the ex viwo aorta ring assay (Fig. 4C and D). The sprouting
formation of endothelial cells is clearly observed in aorta rings
harvested from C5;Bl/6 mice and cultured for 5 d in decom-
plemented medium. The sprouting formation is significantly
reduced in 3E2-treated aortic rings in a dose dependent manner
as shown by the decrease of the number of endothelial cell
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branches on the pictures (Fig. 4C) and by the sprouting index
estimated double blind observation from 5 different persons
(Fig. 4D). The specificity of 3E2 anti-angiogenic properties was
demonstrated since IgM treatment in the same dose range does
not inhibit the sprouting of aorta rings. These results evidence that
anti-Gb3 mAb inhibits & vitro and ex vivo angiogenesis.

To better understand the mechanisms by which 3E2 inhibits ex
vivo angiogenesis, we tracked 3E2- or control IgM-treated HMEC-
1 for 24 h by time-lapse microscopy. We first studied endothelial
cell proliferation by counting the number of cells per photomi-
crography field in function of time (Fig. 5A and B). On the
contrary to control IgM, 3E2 treatment alters the endothelial cell
expansion over the 24 h after treatment (mean doubling time for
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Figure 4. 3E2 antibody inhibits ex vivo angiogenesis. A) Viability measured by MTT of HMEC-1 treated for 24 h with increasing concentration of
3E2 (V) or isotypic control (H) (n=3; mean*SEM; *p<<0.05). B) Western blot of phosphor-ERK and phosphor-AKT from cells treated with either
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doi:10.1371/journal.pone.0045423.9004

IgM: 23.4%1.5 h; for 3E2: 32.4%3.5 h; p<0.05; Fig. 5A). Then,
the number of cell divisions was identified in 4 time windows of
6 h over the 24 h of the study. The mitotic phase was detected by
morphological changes occurring when a flat adherent cell
separates into 2 daughter cells (Fig. S2). The number of cell
division increased in function of time when cells were incubated
with the isotopic control (figure 5C). Treatment with 3E2 strongly
inhibited cell division during the first 18 hours (35.8% decrease of
cell division vs. control in the time windows 12-18 h post-
treatment). Later, the cell division seems to restart in the 3E2
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group, which could be over-passed by a repetitive incubation of
our anti-Gb3 antibody (data not shown). We next estimated
mitosis duration in the presence of either anti-Gb3 mAb or IgM.
Mitosis of the majority of the cells occurred in 40 to 80 min in the
control cells (Fig. 5D). Antibody 3E2 treatment reduced signifi-
cantly by 38% the number of cells per field dividing in 40-80 min
(25.2%£2.3 in 3E2-treated cells vs. 40.6%£3.5 in the IgM-treated
cells; p<0.05) and also prolonged by 55% the mitosis over
120 min (8.0%£1.3 cells in 3E2-treated sample vs. 3.620.5 cells in
the IgM-treated sample; p<<0.05) and increased by 56% the
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number of cells reattaching to the culture flask without mitosis
(8.2%1.2 in 3E2-treated cells vs. 3.6+0.9 in IgM-treated cells;
p<<0.05). No cell death was detected during the 24 hours of the
time lapse studies. We confirmed the lack of cytotoxic effect of the
3E2 antibody was observed using either flow cytometry analysis of
the sub-G1 population by facs analysis or the percentage of the
apoptotic morphology using Hoechst staining (p>0.1 vs. IgM~
treated cells for both analyse; Fig. 5E). Taken all together, our
results suggest 3E2 inhibits endothelial cell expansion by
disturbing mitosis and cell proliferation without increasing cell
toxicity.

3E2 inhibits NXS2 metastases spreading

Because 3E2’s role in inhibiting i vitro cell proliferation, we
further investigated whether 3E2 specifically targets blood vessels
within the tumor mass. We first developed 3E2 for an
immunohistological approach (Fig. S3). After 3E2 hybridization,
a strong brown DAB peroxidase staining was observed in Gb3-

Control IgM
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Metastases number
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positive RAJI tumor sections, but not in Gb3-negative IMR32
tumor sections. Because of its potential anti-angiogenic drug
usable  vivo, we decide to determine the therapeutic efficacy of
3E2 in Gb3-negative metastases tumor model after injection of
neuroblastoma NXS2 cells in the tail vein [20]. The validation of
the Gb3 status of the tumor model and the tumor vessel were
obtained by the staining for Alexa 568-conjugated 3E2 (red) and
Alexa 488-conjugated CD31 (green) in NXS2 metastases frozen
sections, which revealed a colocalization of Gb3 and endothelial
marker as shown by the yellow staining on the merged image
(Fig. 6A). To determine the anti-tumor efficacy of 3E2, the
number of NXS2 liver metastases was counted 28 days after tumor
cell injection. A positive responder cohort was established using
mAb 14G2a directed against the neuroblastoma associated tumor
antigen disialoganglioside GD2 (Fig. 6B and C). Both treatments
were effective in reducing liver metastases, as indicated by a
decrease of the number of liver metastases from 35%6.3 in control
mice to 17%5.0 in 3E2-treated mice or 6.7%2.1 in 14G2a-treated
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Figure 6. 3E2 inhibits in vivo metastases spreading. A) Pictures of NXS2 hepatic metastases by confocal microscopy stained with Alexa488-
conjuguated CD31 mAb (green), Alexa568-conjuguated 3E2 (red) or isotypic IgM control and counterstained with Drag5. Colocalization of the
endothelial marker CD31 and Gb3 is shown by the yellow staining on the merge image. B) Number of liver metastases per animal (n =6; mean*SEM;
*p<<0.05). C) Representative photography of liver 28 days after NXS2 injection and the different immunotherapies (scale bar represents 1 cm).

doi:10.1371/journal.pone.0045423.g006
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Table 1. Distribution of Gb3 in organs from C57BIl/6 mouse
obtained after staining with Alexa568-conjuguated 3E2.

Tissue Gb3 Isotypic control

Abdominal fat - -
Brain - -
Colon = =
Duodenum - -
Esophagus = =
Eyes + -
Heart = =
Kidney
Liver # #
Lung - -
Muscles - -
Ovaries - -
Pancreas - -
Pleura - -
Skin + =
Spleen - -
Stomach = =
Testis + -
Thyroid = =

Uterus - -

Frozen healthy organs sections of 5 um were hybridized with biotinylated 3E2
or its isotypic control, revealed by an Alexa 568-conjugated streptavidin and
counterstained with DAPI. Pictures were observed under a confocal microscope
(n=3).

#: High background.

*: Lipofuscin autofluorescence.

doi:10.1371/journal.pone.0045423.t001

mice (both p<0.05 vs. control). The number of metastases after
3E2 and 14G2a treatments was neither statistically different
against cach other nor against healthy control animals (both
p>0.05). Finally, the distribution of Gb3 in mouse healthy tissues
was evaluated by immunohistology (Table 1). In summary, 3E2
binds only Gb3 present in kidney, skin, eye and testis. Most normal
tissues did not express any detectable amount of Gb3. Because
3E2 is an IgM which distribution is limited to the intravascular
compartment and because it recognizes blood vessels in solid
tumor, but not vessels from healthy tissues, our results suggest that
its therapeutics effect is likely to be restricted to these vessels.

3E2 mitigates the growth of NXS2 established tumors
Because anti-angiogenic drugs are also mitigating tumor
development, we next evaluated the anti-tumor effects of anti-
Gb3 mAb 3E2 in A/] mice with subcutaneous established NXS2
tumors. First, we measured daily the tumor volume after two
injections of either 3E2- or IgM control- antibody (500 pg) at day
0 and 3 in 100 mm®-established tumors. The anti-Gb3 mAb
treatment strongly delayed the development of the fast growing
NXS2 tumors (p<0.05 between day 2 and 7 as compared to PBS-
or IgM-treated tumors; Fig. 7A). In fact, the tumor growth was
diminished by 3E2 treatment. The time for the tumors to reach
300 mm® was delayed in 3E2-treated group (median morbidity for
3E2 5 days vs. 3 for PBS and 4 for IgM; p<<0.01 Fig. 7B). This
result was in correlation with a rise by two fold of the volume
doubling time in the mice treated with anti-Gb3 antibody (mean
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doubling for 3.2-treated tumors 3.92 days vs. 1.99 and 1.94 for
respectively PBS- and IgM-treated tumors, p<<0.01; Fig. 7C).
Finally, we measured the blood vessel density at day 1 and day 3.
No difference in the blood vessel density was observed at day 1.
On the other hand, a decrease of 70% of blood density was
observed in tumors from the mice that had received mAb 3E2
compared to the IgM-control group (p<<0.1; Fig. 7D and E).
Taken altogether, these data evidence an action of anti-Gb3 mAb
3E2 on the NXS2 tumor vasculature.

Discussion

Overall, our findings show that the mouse mAb IgM 3E2
specific for globotriaosylceramide Gb3, over-expressed in prolif-
erating endothelial cells, displays anti-angiogenic properties,
including # witro modulation of the viability, inhibition of
proliferating endothelial cells, ex vivo inhibition of endothelial cell
sprouting in mouse aorta ring assay, and i zwo tumor growth
suppression.

Although GSLs are able to modulate angiogenesis [32], the
exact glycolipid composition of the human endothelial cells has
generally received limited attention. Immunological detection of
Gb3 using specific mAbs or verotoxins, in combination with anti-
verotoxin antibodies, has demonstrated that Gb3 represent the
dominant glycolipids among Gb4 in human umbilical endothelial
cells (HUVEGs) [33,34]. Gb3 and Gb4 are also the major
glycolipid in primary and immortalized human brain microvas-
cular endothelial cells (HBMECGs) [35]. In addition, previous
observations suggest that inflammatory mediators, including
TNFa, IFNy and LPS, up-regulate Gb3 level in the endothelial
cells [36]. In this report, we further demonstrated that Gb3
concentration is increased in proliferating endothelial cells, in the
presence of growth factors (complete medium) or pro-angiogenic
factor S1P [37]. Our data suggest that endothelial cells require
additional signals including pro-angiogenic molecules such as S1P
to induce Gb3 synthesis. They also question whether Gb3 might
play a role in the endothelial cell phenotypic changes during
angiogenesis, as it was shown for its precursor LacCer in VEGF-
induced angiogenesis [38]. Yet, our data, which are in agreement
with others [39], point to Gb3 as an angiogenic marker for
developing anti-angiogenic vectors. However, Gb3 is certainly not
the only lock limiting step in angiogenesis and tumor development.
The understanding of the connection between the different pro-
angiogenic molecular pathways remains important to better define
the adequate anti-angiogenic treatment using a single or a couple
of concomitant drugs.

Because of the crucial issues regarding the immunogenicity of
verotoxin-based vector, however, we sought to generate a mouse
mADb specific for Gb3. We therefore immunized Balb/c mice with
proliferating primary HMVEC cells activated by colic 184
adenocarcinoma cells, which are not expressing Gb3 (Fig. 2B
and [40]) in a co-culture system. After screening on angiogenic
endothelial cell membranes, 6 hybridoma clones were selected
against Gb3. Antibody 3E2, an IgM-class mAb, was chosen for its
strong binding properties. If the majority of therapeutic antibodies
derived from IgG-class, IgM-class antibodies specific to glycolipid
antigens offer unique advantages that make them highly desirable
as therapeutics. For example, IgM molecules
decavalent antibodies with high avidity for the target antigen.
Their high valences also facilitate cell surface receptor cross-
linking which in turn may lead to a more effective cell killing [41].
In patients with metastatic melanoma, GM3 ganglioside is more
effectively targeted by IgMs than it is by IgGs, [42]. Furthermore,
in the case of Gb3, a potential advantage of using an IgM-class
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Figure 7. 3E2 mitigates tumor growth. A) Tumor volume of NXS2 tumors (n = 7; mean=SEM; *p<<0.05). B) Doubling time of the each tumors (@)
estimated during the four first days of the different treatments (bars: mean=SEM; *p<<0.01; n=7). C) Actuarial Morbidity curves of to tumor reaching
300 mm? (n=7). D) Vascular density estimated on 50 different slides on 3 different treated tumors (mean+SEM; *p<<0.01; n = 3). E) Mosaic pictures by
apotome microscopy stained with Alexa488-conjuguated CD31 mAb (green) and counterstained with Draqg5 (bar: 500 um).
doi:10.1371/journal.pone.0045423.g007
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antibody is that its tissue distribution is generally limited to the
vascular compartment due to their large molecular weight. Thus,
normal Gb3-expressing cells would not be negatively affected by
hostile IgM antibodies.

For cancer immunotherapy, specificity of the antibody including
binding affinity, CDC, ADCC, and signaling activity are critical.
As for most of the IgM-class antibodies, 3E2 was efficient in
inducing potent CDC-, but not ADCC-, activity against Gb3-
expressing endothelial cells (Fig. S4) [43]. Interestingly, we also
showed that 3E2 inhibits directly high Gb3-expressing cycling
endothelial cell proliferation and subsequently angiogenesis
offering a cytostatic property to our anti-Gb3 mAb. Moreover,
Gb3 or Gb3 synthase expressions were not modify by mAb 3E2
treatment, which provide the opportunity to use sequentially our
antibody for prolong anti-tumor effect. Despite previous reports
showing on B cells [44] or on Burkitt’s lymphoma cells [45] an
apoptosis induced by anti-Gb3 mAbs or shiga toxin B subunit, any
increase of endothelial cell death was observed by time lapse or
Hoechst staining or sub-G1 analysis after incubation of HMEC-1
with 40 ug/ml of 3E2 (Iig. 5E). However, apoptosis-like death
driven by anti-Gb3 mAbs is not considered as a common feature
of all Gb3-reacting mAbs [46] and might be dependent of the Gb3
species recognized by the antibody. In fact, fatty acid hetero-
genicity [47], hydroxylation [48], and/or chain length and
unsaturation degree [49] may influence the lateral mobility of
Gb3 in the plasma membrane, as well as the conformation of the
trisaccharide head group presented at the cell surface. In the same
manner, the structure of glycolipid ceramide moieties influences
the binding activity of antibody [50]. Although the exact roles of
the ceramide heterogenicity of Gb3 in antibody inhibitory
signaling functions remain unclear, we hypothesize a functional
role of certain Gb3 species that might provide a molecular basis for
the different anti-Gb3 mAbs inhibitory effects.

Finally, we reported for the first time that passive immunother-
apy with anti-Gb3 mAb 3E2 is effective in suppressing the growth
of tumor and the spreading of metastases in murine syngeneic
neuroblastoma models, which is relevant to the human disease
[20]. Those models expresses GD2, a well-established tumor-
associated neuroblastoma antigen [20], but not Gb3 as demon-
strated here wn vitro and i vivo. The distribution of Gb3 within the
NXS2 metastases, evidenced by 3E2 overlay and validated via
CD3] staining, is clearly limited to the blood vessel endothelial
cells of the tumor compartment. These findings are consistent with
previous observations of verotoxin binding to the neovasculature
of frozen human neuroblastoma sections without any cross-
reactivity with the tumor cells themselves [13,15,39,51], and
demonstrate the relevance of our model. Yet, because Gb3
expression was limited to the tumor microvasculature, our result
demonstrated that anti-vascular activity mediated by anti-Gb3
mADbs, is sufficient to inhibit blood vessels development (Fig. 7D
and E), the growth of transplanted tumors (Iig. 7A) and the
spreading of metastases (Fig. 6B). They also demonstrate that the
anti-tumor efficacy of anti-Gb3 mAb 3E2 is comparable to that of
anti-GD2 mAb 14G2a, which targets directly NXS2 neuroblas-
toma and has undergone clinical evaluation after positive results
[52]. Interestingly, previous studies implicate angiogenesis as an
essential mechanism regulating neuroblastoma growth [53]
emphasizing the beneficial effect of mAbs specific for Gb3 in
anti-angiogenesis treatment strategies in neuroblastoma.

Renal microvascular endothelium and kidney epithelia express
Gb3 and might therefore be negatively affected by anti-Gb3
binding compounds [54]. In particular, the apoptotic effect of
verotoxin may lead to severe side-effects due to the targeting of
normal Gb3-expressing cells outside the tumor vasculature,
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especially the microvasculature of the kidney [55]. Potential
molecular targets for mAb-mediated anti-angiogenic immuno-
therapy should be expressed in a specific-tumor endothelial cell
manner, unless the normal cells are not affected by antibody
binding. As mentioned above, binding of 3E2 to Gb3 induces
inhibitory signal potentially linked to AK'T and ERK activation, in
proliferating endothelial cells independently of immune effectors
and apoptosis. Yet, the inhibitory effects of 3E2 to endothelial cell
proliferation and angiogenesis independently of immune effectors
recruitment and apoptosis, is particularly interesting because it
may represent a novel strategy in limiting toxic verotoxin effects i
viwo. In fact, no gross toxicity in mice was observed when 3E2 was
injected. By Fc-engineering, it is possible to modulate the CDC
activity of mAbs [56]. Therefore, the development of anti-Gb3
immunotherapeutic agents with decreased complement-dependent
lyses may offer treatment options with reduced adverse side effects
on the normal Gh3-expressing cells.

In conclusion, the mAb 3E2 induced inhibition of tumor-
induced angiogenesis, coupled with the increased level of Gb3
found in the tumor cells and metastases indicate that anti-Gb3
treatment offers a promising alternative for verotoxin-based Gb3
ligands. Our observations further suggest the possibility for
engineering new Gb3 specific vectors with limited toxicity to
normal Gb3-expressing quiescent cells. Further investigations to
determine and compare signaling pathways used by endothelial
cells after Gb3 engagement by specific mAbs leading to anti-
angiogenic activities are warranted.

Supporting Information

Figure S1 Glycolipids staining by orcinol after HPTLC
shown a Gb3 expression in HMEC-1 and RAJI, but not in
NXS2. Left panel lane 1: standard rat brain gangliosides, lane 2:
standard neutral GSLs, lane 3: purieed Gb3, lane 4: HMEC-1
glycolipids extract. Right panel glycolipids extract from: lane 1,
HMEC-1; lane 2, RAJT; lane 3: NXS2.

(PDF)

Figure S2 Increased division time in 3E2-treated endo-
thelial cells. Photographs of HMEC-1 cell division after IgM or
3E2 treatment using 20x magnification. Arrow heads shows
dividing cells.

(PDF)

Figure $3 Immunohistology of Gb3-positive tumors in
Balb/c mice by 3E2. Gb3-positive RAJI tumor slices
hybridized with 40 ug/ml 3E2, and then reveled by the brown
staining of DAB-peroxidase (upper left). Control IgM (upper right)
and Gb3-negative IMR32 tumors (lower right and left) showed no
staining. Nuclei were counter-stained with hematoxilin (blue).
Magpnification 40 x.

(PDF)

Figure S4 3E2 induces a complement dependent cyto-
toxicity in HMEC-1 and RAJI Gb3-positive cells, but not
in NXS2 Gb3-negative cells. CDC was measured as the % of
cell lysis induced by the 10 pg/ml of 3E2 with human serum for
2 h. Specifc lysis was determined by Facs using propidium iodide
(n=3; mean*SEM; *p<<0,05).

(PDF)
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Abstract

The anti-angiogenic immunostrategies are mainly focused on the blockade of circulating
cytokines or proteins over-expressed in endothelial cell membrane. We proposed
globotriaosylceramide Gb3 as a viable alternative target to angiogenesis. After developing an
anti-Gb3 antibody, its therapeutic efficacy has been validated through the inhibition of tumor

growth and metastases spreading.



Commentary

The dependence of tumor growth on blood vessels makes tumor angiogenesis a rational
target for cancer therapy. Several anti-angiogenic drugs are currently used in patients that
target mainly endothelial cell growth factors or their receptors. Compensatory mechanisms
limit however the clinical benefits of these compounds. Thus, the discovery of novel pro-
angiogenic factors remains essential to design more efficient anti-angiogenic therapy. Recent
works demonstrate that the immunological or pharmacological blockages of secreted
bioactive lipids, such as sphingosine-1-phosphate (SI1P) or lysophosphatidic acid (LPA),
inhibit tumor angiogenesis [1]. In addition, tumor-associated glycosphingolipids (GSLs)
complex lipids composed of a backbone hydrophobic ceramide membrane anchor and a
hydrophilic cell surface-exposed oligosaccharide chain have recently been proven to be
effective as adjunct cancer therapy targets [2]. We hypothesized that some GSLs species may
over-expressed in proliferating endothelial, making them new targets for anti-angiogenic
therapy [3].

To develop monoclonal antibodies (mAbs) directed agains GSLs over-expressed in
angiogenic endothelial cells, Balb/c mice have been immunized with proliferating primary
HMVEC endothelial cells activated by colic T84 adenocarcinoma cells. After somatic
hybridation, 13 over 1086 hybridomas were selected by ELISA and Facs analyse to bind
cytoplasmic membrane from proliferating endothelial cells. If 7 of the mAbs were
characterized against glycoproteins, the others 6 were against the same glycolipid, the neutral
GSL Gb3 (figure 1) also called CD77. All hybridoma selected were IgM-class mAbs. If the
majority of therapeutic antibodies derived from IgG-class, IgM-class antibodies specific are
decavalent with high avidity for the target antigen offering unique advantages for cancer

therapeutics. Furthermore, IgM-class antibody is mainly limited to the vascular compartment



due to their large molecular weight, representing a potential advantage for immunotherapy
strategy.

After selecting and 3E2 mAb for its high affinity, we confirmed by immuno-TLC, Facs
and Scatchard analyses that Gb3 concentration on the plasma membrane is enhanced in
proliferating endothelial cells, as compared to non-proliferating endothelial cells. The over-
expression of Gb3 glycolipid in angiogenic endothelial cells is related to an enhancement of
the transcriptional activity of the Gb3 synthase gene quantified by RT-QPCR. We confirmed
these data in vivo where we found that tumor blood vessels were strongly stained by mAb 3E2
specific for Gb3, but not normal tissues. /n vivo investigation by SPECT-CT would provide
the needed validation to propose Gb3 as a tumoral angiogenic marker. We focused, however,
our attention on the therapeutic properties of anti-Gb3 mAb 3E2 Gb3. Immunotargeting Gb3
to limit angiogenesis has been already proposed using verotoxins [4] which bind to at least
three Gb3 molecules before to be internalized. Internalization of verotoxin further leads to
endothelial cell apoptosis. Because of the crucial issues regarding the immunogenicity and in
vivo distribution properties of verotoxin-based vectors, we sought mAb could represents a
better alternative to block tumor angiogenesis.

We found that antibody 3E2 treatment of proliferating endothelial cells maintained in vitro
induces a down-regulation of AKT and ERK stress signaling pathways in correlation with an
enhancement of the duration of the mitosis and a decrease of cell proliferation. Our data were
reproduced ex vivo where mAb 3E2 treatment inhibited the spreading of endothelial cells
from the aorta rings cultured with growth factors. Globotriaosyl ceramide Gb3 is, however,
certainly not the only lock-limiting step in angiogenesis and tumor development. VEGF-
induced angiogenesis is dependent of lactosylceramide, the Gb3 subtract [5]. The
understanding of the connection between the different pro-angiogenic molecular pathways

remains important to better define the adequate anti-angiogenic treatment using a single or a



couple of concomitant drugs. On the contrary to verotoxin and others anti-Gb3 mAbs, we did
not see any increase of endothelial cell death after 3E2 mAb treatment using time lapse
microscopy, Hoechst staining, and sub-G1 analysis. Fatty acid, hydroxylation, chain length,
and unsaturation degree heterogeneities may influence Gb3 lateral motility and Gb3
trisaccharide head orientation, thereby modulating the binding activity and internalization
properties of hostile ligands and may explain the unique properties of mAb 3E2. Further
investigations are necessary to characterize mAb epitope and the discrepancy of the cell
signaling pathways induced by 3E2 mAb and the verotoxins.

Gb3 expression was not down regulated after mAb 3E2 treatment. This provides the
opportunity to use sequentially our antibody to prolong anti-tumor effect. To avoid a direct
tumor cell response and work on the anti-vascular activity mediated by the 3E2 mAb, we
focused our studies on the NXS2 murine neurobastoma syngenic in A/J mice in which Gb3
expression was limited to the tumor microvasculature. Two models were available. NXS2
cells injected subcutaneously growth as primary tumor while injected intravenously spread as
hepatic metastases. Antibody 3E2 was effective in limiting blood vessel development and
reducing vessel density, thus impacting on tumor growth and metastases formation. The
apoptotic effect of verotoxin may lead to severe side-effects due to the targeting of normal
Gb3-expressing cells outside the tumor vasculature, especially the microvasculature of the
kidney. Yet, 3E2 mAb affects endothelial cell proliferation, but not the immune effectors
recruitment and apoptosis, which represent a novel anti-Gb3 strategy on tumor. Gb3 is also
over-expressed by tumor from different origins such as breast-, prostate-, and colon-
carcinomas. Antibody 3E2 immunotherapy against Gb3-expressing tumors should target and
inhibit both endothelial- and tumor-cell proliferation, leading to stronger tumor growth

control and/or regression.



In conclusion, Gb3-targeting by mAb 3E2 inhibits tumor-induced angiogenesis and limits
tumor growth and metastases formation. A better characterization of the molecular events
induced by 3E2 mAb will help to understand its potential therapeutic application alone and

combined with other anti-tumor treatments.



Figure 1: Structure of globotriaosyl ceramide Gb3
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