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I. Introduction

1. Le gliome

1.1. Définition et classification des gliomes

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), les tumeurs cérébrales représentent
moins de 2% de I’ensemble des cancers. Parmi elles, les tumeurs neuroépithéliales sont les
tumeurs primaires du systéme nerveux central (SNC) les plus fréquentes. Elles ont pour
origine les neurones ou les cellules gliales et sont divisées en dix principaux sous types. Les
gliomes en sont la forme la plus fréquente et représentent 30 a 40% de I’ensemble des
tumeurs cérébrales. Leur incidence est d’environ 5 cas pour 100 000 habitants. En France,
entre 2004 et 2009, il a été recensé plus de 18600 nouveaux cas de gliomes soit plus de 3700
par an (Zouaoui et al., 2012). Les gliomes affectent les cellules de la macroglie composant le
tissu de soutien du SNC a savoir les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules
épendymaires. Ils peuvent étre divisés en différents groupes correspondant au type cellulaire
dont ils proviennent. Deux classifications histologiques utilisées pour le diagnostic existent,

une définie par I’OMS et I’autre par I’hdpital Sainte-Anne de Paris.

1.1.1. Classification des gliomes selon ’'OMS

La classification établie par ’OMS et actualisée en 2007, divise les gliomes en 4
groupes histologiques selon le type cellulaire prédominant en astrocytomes,
oligodendrogliomes, épendymomes ou gliomes mixtes. Ces groupes sont subdivisés en 4
grades selon des critéres histologiques comme le degré d’anaplasie et appuyés par quelques
données cliniques telles que 1’age de distribution, la localisation cérébrale et I’agressivité de la
tumeur (Tableaul) (Louis et al., 2007). Le grade I correspond & des tumeurs bénignes bien
délimitées et dont la croissance est lente. Les tumeurs de grade II ont également une
prolifération lente mais une tendance a I’infiltration du tissu sain. Le grade III correspond a
des tumeurs anaplasiques ayant une croissance rapide et un caractére infiltrant important. Le
grade IV regroupe des tumeurs caractérisées par une hétérogénéité cellulaire, une croissance
rapide, une nécrose et une infiltration trés importante du tissu sain. Les tumeurs de haut grade

(IIT et IV) sont considérées malignes.
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Astrocytic tumours

Subependymal giant cell
astrocytoma .

Pilocytic astrocytoma o
Pilomyxoid astrocytoma .

Diffuse astrocytoma .

Pleomorphic xanthcastrocytoma .

Anaplastic astrocytoma .

Glioblastoma *

Giant cell glicblastoma .

Gliosarcoma .

Oligodendroglial tumours

Oligodendroglioma .

Anaplastic oligodendroglioma *

Oligoastrocytic tumours
Oligoastrocytoma o
Anaplastic oligoastrocytoma .

Ependymal tumours
Subependymoma .
Myxopapillary ependymoma .
Ependymoma .

Anaplastic ependymoma .

Tableau 1 : Classification des gliomes établie par I'OMS. (Louis et al., 2007)

Bien qu’utilisée internationalement, cette classification de I’OMS est basée
principalement sur des critéres histologiques et reste donc trés subjective et de ce fait peu
reproductible. De plus, elle ne prend pas en compte [’hétérogénéité tumorale et ne distingue
pas les cellules tumorales du parenchyme résiduel infiltré. Une deuxiéme classification
prenant en compte des données cliniques et d’imagerie a été proposée par I’hopital Sainte-

Anne de Paris.

1.1.2. Classification des gliomes selon I’hépital Sainte-Anne

La classification proposée par I’hopital Sainte-Anne est basée sur 1’é¢tude de biopsies
stéréotaxiques associée a des données apportées par I’imagerie par scanner ou IRM (Imagerie
par Résonnance Magnétique) (Daumas-Duport et al., 1997). Ces travaux ont permis de définir
la structure spatiale des gliomes et d’en définir deux groupes distincts. Le groupe des
structures solides regroupe les tumeurs possédant un tissu tumoral formé uniquement de
cellules tumorales et accompagné d’une microangiogénése caractérisée par une prise de

contraste a I’imagerie. Le groupe des structures infiltrantes présente des cellules tumorales
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isolées infiltrant le parenchyme adjacent morphologiquement et fonctionnellement intact et
une absence d’angiogéneése et donc de prise de contraste a I’imagerie. Cependant, un cedéme
est fréquemment retrouvé associ¢ a la tumeur, entrainant 1’apparition d’une hypodensité¢ au
scanner. Cette classification distingue les gliomes en trois sous-types, les oligodendrogliomes,
les oligoastrocytomes et les glioblastomes (Daumas-Duport et al., 1997, 2000). L’hopital
Sainte-Anne a établi deux grades parmi les oligodendrogliomes. Le grade A caractérisé par
I’absence d’hyperplasie endothéliale, caractéristique de la microangiogénése, et une absence
de prise de contraste a 1’imagerie. La survie médiane des patients atteints
d’oligodendrogliomes de grade A est de 11 ans. Le grade B comporte les tumeurs présentant
une hyperplasie endothéliale et/ou une prise de contraste a I’imagerie. La survie médiane des
patients de ce grade est de 3,5 ans. Enfin le glioblastome est défini par I’hdpital Sainte-Anne
comme un gliome de haut grade dépourvu de différenciation oligodendrogliale évidente. Il est
caractérisé par une prise de contraste unique en anneau et un cedéme en doigt de gant a
I’imagerie et par des différences d’un point de vue histologique selon le lieu de prélévement.
En effet, un prélevement réalis¢ au niveau de la zone de prise de contraste révelera une
prolifération tumorale importante, des atypies nucléaires, des mitoses, de la nécrose et une
différenciation astrocytaire hétérogene. Un prélevement réalisé dans la zone d’cedéme
réveélera la présence de cellules tumorales infiltrantes indifférenciées, a noyaux
hyperchromatiques et dépourvus de cytoplasme (Figarella-Branger and Bouvier, 2005).

Méme si cette classification des gliomes par 1’hdpital Sainte-Anne prend en compte
plus de critéres que celle définie par ’'OMS, elle reste encore discutée. Notamment, la
distinction des grades A et B des oligodendrogliomes basée sur le processus de
microangiogénese reste difficile. De plus, 1’utilisation de seulement deux grades ne refléte pas

tous les stades de malignités observés.

Les difficultés rencontrées par les classifications basées sur des critéres cliniques,
d’imagerie et d’histologie et 1’objectif d’harmoniser la classification des gliomes ont incité a
I’é¢tude de nouvelles approches de classifications notamment basées sur 1’expression génique

de ces tumeurs.

1.1.3. Classification transcriptomique des gliomes

Les gliomes sont des tumeurs présentant de nombreuses altérations géniques

s’accumulant au cours de la progression tumorale. Globalement, ces altérations concernent la
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perte d’hétérozygotie de certains loci chromosomiques ainsi que des mutations inactivatrices
de geénes suppresseurs de tumeurs et des mutations activatrices de voies de signalisation
impliquées dans la croissance et la prolifération cellulaire (Figure 1) (Lim et al., 2011). La
mutation ou la perte des génes suppresseurs de tumeur comme 7P53 et PTEN (phosphate and
tensin homologue) ou des mutations activatrices des récepteurs aux facteurs de croissance
comme I’EGFR (epidermal growth factor receptor) sont par exemple trés fréquemment

retrouvées dans les gliomes.

a— EGFR PDGFR —
& ) PTEN |
PIP3
RAS-GDP  RAS-GTP 1

'\[f/\ g -

e .
. protein synthesis
cytoskeleton 1
gene expression
-

metabolic alterations

CDK4/6 @ CDK?
\ G1/5 transition
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y-
Gomp A _~

apoptos is senescence

Figure 1 : Principales voies de signalisation altérées dans les gliomes.

Les facteurs de croissance tels que I’EGF et le PDGF se fixent a leurs récepteurs respectifs,
mutés ou surexprimés dans les gliomes, et activent les voies Ras et PI3K/Akt. Ces voies sont
régulées par les suppresseurs de tumeurs NF1 et PTEN, fréquemment mutés dans les gliomes.
Les protéines p53 et Ink4a sont également affectées. Plus récemment des mutations de geénes
impliqués dans le métabolisme ont été découverts tels que /DH. (Lim et al., 2011)
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Afin de mieux comprendre le processus de gliomagénése et de permettre une meilleure
stratification des patients, beaucoup d’études se sont attachées a étudier ces altérations

géniques afin de les corréler aux différents types et stades de malignité des gliomes (Figure

2).

‘ Cell-of-Origin: Differentiated Glial or Stem or Progenitor Cells

Olig2 expression (100%)
P53 mutated (>65%)

Low-Grade Astrocytoma (5-10 yr)*
(WHO Grade 1)

LOH 19g (~50%)

RB mutated (~25%)

CDK4 amplified (15%)

Anaplastic Astrocytoma (2-3 yr)*
(WHO Grade Il1)

PDGFA/PDGFR-« overexpressed (~60%)

Olig2 expression (100%)

EGFR amplified (~40%)

EGFR overexpressed (~60%)
EGFR mutated (-20-30%)
MDM2 amplified (~10%)
MDM2 overexpressed (>50%)
LOH 10g (-70%)
P16Inkda/P14ARF loss (~30%)
PTEN mutated (~40%)

PI3K mutated /amplified (-20%)

Olig2 expression (100%)
LOH 1p, 49, 19q

EGFR overexpressed
PDGF/PDGFR overexpressed

Low-Grade Oligodendroglioma (5-10 yr)*

(WHO Grade Il)
P16Ink4a/P14ARF loss
RB mutated (~65%)

MDM2 ov 109
nkda/ 055 (4%) VEGF overexpressed PTEN loss
LOH 11p (~30%) ' LOH 9p, 10g

CDK4/EGFR/MYC amplified
VEGF overexpressed

LOH 10q (~70%)
DCC loss (-50%) A
PDGFR-a amplified (~10%)
PTEN mutated (-10%)
PI3K mutated/amplified (~10%)
VEGF overexpressed
Secondary Glioblastoma (12-15 mo)*
(WHO Grade IV)

lastic Olicodendrooli
P ic Olig 5

(WHO Grade Ill)

(3-5yr)*

Primary Glioblastoma (12-15 mo)*
(WHO Grade 1V)

Figure 2 : Principales altérations géniques et chromosomiques retrouvées au cours du
développement des gliomes malins.

L’oligodendrocyte factor 2 (Olig2) (en bleu) et le vascular endothelial growth factor (VEGF)
(en rouge) sont exprimés dans tous les gliomes de haut grade. Les astérisques indiquent les
médianes de survie des patients. DCC : Deleted in Colorectal Carcinoma, EGFR : Epidermal
Growth Factor Receptor, LOH : Loss of Heterozygosity, MDM2 : Murine Double Minute 2,
PDGEF : Platelet Derived Growth Factor, PDGFR : Platelet Derived Growth Factor Receptor,
PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase, PTEN : Phosphate and Tensin homologue, RB:
Retinoblastoma. (Wen and Kesari, 2008)

1.1.3.1.

La perte d’hétérozygotie du bras court du chromosome 1 (Ip) et du bras long du

Perte d’hétérozygotie 1p/19q

chromosome 19 (19q) est caractéristique des tumeurs oligodendrogliales. La co-délétion de
ces deux bras chromosomiques est présente dans plus de 80% des oligodendrogliomes de
grade II et dans 50 a 70% des oligodendrogliomes de grade III (Riemenschneider et al., 2010).
Elle représente un événement précoce de la gliomagénese. Si la perte d’hétérozygotie du
chromosome 1p est un facteur prédictif de la sensibilité aux agents chimiothérapeutiques, sa

co-délétion avec le chromosome 19q serait un facteur de bon pronostic de réponse aux
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traitements chimiothérapeutiques et/ou radiothérapeutiques et serait associée a un gain de
survie des patients traités (Aldape et al., 2007; Cairncross et al., 1998; Weller et al., 2007,
Zhao et al., 2014).

1.1.3.2.  Altérations de la voie des RTK

Des mutations activatrices ou des surexpressions des récepteurs aux tyrosines kinases
(RTK) sont trés fréquemment retrouvées dans les gliomes notamment les récepteurs aux
facteurs de croissance tels que I’EGF (epidermal growth factor), le PDGF (platelet-derived
growth factor) et le VEGF (vascular endothelial growth factor). La surexpression de I’EGFR
est présente dans plus de 50% des GBM et sa mutation la plus fréquente est la délétion du
variant III de son domaine extracellulaire, présente dans 20 a 30% des GBM et 50 a 60% des
GBM comportant une amplification de I’EGFR (Brennan et al., 2013; Heimberger et al.,
2005; Louis et al., 2007). L’amplification du PDGFRA est retrouvée dans 13% des GBM dont
la moitié présente une amplification et/ou mutation de ’EGFR (Furnari et al., 2015). Les
RTK permettent ’activation des voies de croissance et de prolifération cellulaire via
I’activation d’effecteurs tels que Ras et PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase), respectivement
régulés par les suppresseurs de tumeurs NF1 (neurofibrinl) et PTEN (phosphotensin
homolog) mutés dans les gliomes (Figure 3) (Lim et al., 2011). Le géne codant pour PTEN est
localisé sur le bras long du chromosome 10 (10g23) et sa protéine induit la déphosphorylation
de PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) empéchant ainsi 1’activation de la voie Akt.
La perte d’hétérozygotie du chromosome 10q est retrouvée dans environ 70% des GBM et sa

mutation dans 25% (Endersby and Baker, 2008).
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Figure 3 : Altérations de la voie des récepteurs aux tyrosines kinases dans les gliomes.
Les récepteurs aux tyrosines kinases (RTK) sont fréquemment mutés et surexprimés dans les
gliomes. Les RTK activent les voies Ras et PI3K/Akt, régulées par NF1 et PTEN, et
aboutissent a I’activation de protéines impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire. (Ohgaki
and Kleihues, 2009)

1.1.3.3.  Altérations de la voie Rb
La protéine Rb (Retinoblastoma protein), sous sa forme hypophosphorylée, séquestre
le facteur de transcription E2F. L’activation de la cascade MAPK (Mitogen-activated protein
kinase) induit I'expression de la cycline D1 et son association avec les Cdk4 et Cdk6 (cyclin-

dependant-kinase) ainsi que la dégradation de p27%P'

, protéine inhibant I'intéraction
Cdk2/Cycline E. La phosphorylation de la protéine Rb par les complexes Cdk va permettre de
libérer E2F et la transcription de genes nécessaires a la progression du cycle cellulaire en
phase S (Figure 3). La protéine p16™"** peut se lier aux Cdk4 et Cdk6 et ainsi empécher sa
liaison avec les cycline D1. Le géne RBI est muté dans 25% des astrocytomes de haut grade
et des amplifications des CDK sont également retrouvées, principalement du gene CDK4
retrouvé dans 15% des gliomes malins. Enfin, des pertes alléliques ou des hyperméthylations
du géne CDKN2A, codant pour la protéine p16™<**

haut grade (50 a 70%) (Furnari et al., 2007).

sont tres fréquentes dans les gliomes de
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1.1.3.4. Altérations de la voie p53

La protéine p53 joue un rdle crucial dans la régulation du cycle cellulaire, de la mort
cellulaire et dans la réponse aux dommages a I’ADN. Elle permet la transcription de génes
comme p21, inhibant Cdk2 et induisant un arrét du cycle cellulaire en phase GI/S.
L’expression de p53 est controlée par Mdm2 (Murine double minute 2) qui induit sa
dégradation et dont I’expression est induite par p53 elle-méme. Cette dégradation peut étre
inhibée par I’interaction de p14**" avec Mdm2 (Figure 3) (Ohgaki and Kleihues, 2009). Les
mutations de 7P53 sont fréquemment retrouvées dans les astrocytomes et les
oligoastrocytomes (environ 50% et 40% respectivement) et plus faiblement dans les
oligodendrogliomes (10%) (Okamoto et al., 2004). L’amplification de Mdm4, protéine
inhibant la transcription de 7P53 et augmentant ’activité ubiquitine-ligase de Mdm2, est

retrouvée dans 4% des GBM (Furnari et al., 2007).

1.1.3.5. Mutations d’IDH
Récemment, des mutations de I'isocitrate dehydrogenase (IDH), enzyme du cycle de
Krebs, ont été mises en évidence dans les gliomes de grade II et III ainsi que dans les GBM
(Balss et al., 2008; Parsons et al., 2008; Yan et al., 2009a). L’enzyme IDH catalyse la
carboxylation oxydative de l'isocitrate en a-ketoglutarate (aKG). Il existe cinq genes codant
pour trois isoformes d’'IDH différents, IDH1 présente dans le cytosol et dépendante du
NADP", IDH2 (dépendante du NADP") et IDH3 (dépendante du NAD") présentes dans la

mitochondrie (Figure 4).
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Figure 4 : Role de l'isocitrate dehydrogenase dans le métabolisme des gliomes(Ohgaki
and Kleihues, 2009).

Il existe trois isoformes d’IDH ; IDH1 présente dans le cytosol et IDH2 et IDH3 présentes
dans la mitochondrie. IDH permet la conversion de I’isocitrate en a-KG. L’a-KG est un
substrat essentiel aux PHD impliquées dans la dégradation des complexes HIF. La mutation
d’IDH entraine la conversion de I'a-KG en 2-HG. a-KG: o-ketoglutarate, 2-HG : 2-
hydroxyglutarate, HIF : Hypoxia inducible factor, IDH : Isocitrate dehydrogenase, PHD :
Prolyl hydroxylase. (Dang et al., 2010)

Les mutations d’/DH sont quasiment toujours monoalléliques et impliquent
uniquement les isoformes 1 et 2 d'IDH, ayant pour coenzyme le NADPH (Parsons et al.,
2008). Les mutations induisent la substitution d'un acide aminé d'un codon localisé dans le
site actif de I'enzyme, respectivement en position R132 pour /DHI et R140 ou R172 pour
IDH?2. Ces mutations conferent a IDH une nouvelle activité consistant en la conversion de
I'oaKG en D-2-hydroxyglutarate (D-2HG) avec consommation de NADPH (Dang et al.,
2009). Des mutations d’/DH ont été retrouvées dans des gliomes de grade II et I1I sans autre
altération génétique classiquement retrouvée de maniere précoce au cours de la progression

tumorale, suggérant que les mutations /DH apparaissent tres tot dans le développement des
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gliomes et que ceux-ci pourraient provenir d'une méme cellule d’origine (Ohgaki and
Kleihues, 2009; Watanabe et al., 2009; Yan et al., 2009b). La mutation /DH]I est retrouvée
dans 12% des GBM avec une incidence beaucoup plus importante dans les GBM secondaires
(plus de 90%) que dans les GBM primaires (moins de 5%) (Parsons et al., 2008). La mutation
d’IDH2 est moins fréquemment retrouvée dans les GBM. Les mutations d’/DH seraient
associées a un meilleur pronostic des patients atteints de gliome de grade III ou de GBM.
Cependant, cette mutation est également retrouvée dans les leucémies myéloides aigiies et
n’est pas associée au pronostic. L'implication du D-2HG en tant qu'oncométabolite dans le

processus de gliomagénese est toujours actuellement discutée.

L’¢étude des altérations géniques permet de mieux comprendre les voies impliquées
dans la gliomagénése et un meilleur diagnostic du sous-type de la tumeur. Trés récemment,
deux études indépendantes ont établi des sous-groupes moléculaires de gliomes ayant une
valeur pronostic. Une analyse génomique des gliomes de bas grade a permis de définir 3 sous-
types basés sur le statut IDH, TP53 et 1p/19q (Cancer Genome Atlas Research Network et al.,
2015). Ainsi un premier sous-type regroupe les gliomes de bas grade présentant une mutation
du geéne IDH et la codélétion 1p/19q et est associé a un meilleur pronostic vital. Parmi eux,
96% possédent une mutation activatrice du promoteur de 7ERT induisant I’augmentation de
I’activité des télomérases. Un deuxiéme sous-groupe regroupe les gliomes de bas grade
possédant des mutations du géne IDH sans codélétion 1p/19q mais présentant des mutations
du gene TP53. Enfin, le dernier sous-type regroupe les gliomes ne présentant pas de mutation
d’IDH. Une deuxiéme étude a quant a elle subdivisé les gliomes en 5 sous-types basés sur la
présence ou I’absence de la mutation /DH, de la codélétion 1p/19q et de la mutation du
promoteur de TERT (Eckel-Passow et al., 2015). La mutation exclusive du promoteur de
TERT est tres fréquemment retrouvée dans les GBM et est associée au plus mauvais pronostic
vital quelque soit le grade comparé aux autres sous-groupes moléculaires. Bien que
I’estimation du pronostic vital des patients repose encore principalement sur des critéres
histologiques, le profil d’expression génique pourrait étre un meilleur facteur prédictif de

survie (Freije et al., 2004; Nutt et al., 2003).
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1.1.4. Autres classifications des gliomes

Suite a la classification génomique des gliomes, des classifications épigénétiques ont

émergé se basant sur la méthylation des genes et I’expression des miRNA.

1.1.4.1. Classification basée sur la méthylation des génes

L’expression génique est continuellement régulée par des facteurs épigénétiques
jouant sur la structure de la chromatine et la méthylation de I’ADN. En effet, des enzymes de
méthylation (HMT) ou de déméthylation (HDM), et d’acétylation (HAT) ou de déacétylation
(HDAC) des histones, sont recrutées au niveau de séquences spécifiques de la chromatine et
permettent I’activation ou la répression des génes. De plus, I’ADN subit des méthylations ou
démeéthylations respectivement contrélées par les enzymes DNA methyltransferases (DNMT)
et démethylases (TET) au niveau des promoteurs de génes. Les cellules cancéreuses
présentent trés fréquemment une hypométhylation globale de I’ADN associée a une
hyperméthylation localisée au niveau des ilots CpG (Jones and Baylin, 2007).

L’analyse de la méthylation de I’ADN des gliomes a permis de mettre en évidence un
groupe de tumeurs présentant un phénotype d’hyperméthylation des ilots CpG (G-CIMP) (van
den Bent et al., 2011; Noushmehr et al., 2010). Les tumeurs présentant ce phénotype sont
retrouvées fréquemment dans les gliomes de bas grade et dans les GBM appartenant au sous-
type proneural et seraient de meilleur pronostic. Les patients présentant un GBM de sous-type
proneural et G-CIMP positif ont une médiane de survie augmentée comparé aux proneuraux
G-CIMP négatifs ainsi qu’aux patients des autres sous-types (Noushmehr et al., 2010).
L’exemple le plus parlant mettant en évidence le role des modifications épigénétiques sur la
réponse aux traitements est la méthylation du promoteur du géne MGMT (O°-méthylguanine-
DNA méthyltransferase). Cette hyperméthylation est retrouvée chez environ 45% des patients
atteints de GBM et est responsable de I’inhibition de I’expression de 1’0O6-methylguanine
methyltransferase, entrainant ainsi une diminution des capacités de réparation des dommages
a I’ADN induit par des agents chimiothérapeutiques alkylants tels que le témozolomide
(TMZ) (Esteller et al., 2000; Hegi et al., 2008). La méthylation du promoteur de MGMT est
maintenant utilisée comme marqueur prédictif de la réponse au TMZ en clinique.
L’hyperméthylation de promoteurs d’autres génes suppresseurs de tumeur a été mise en
évidence tels que PTEN, TP53, RBI et CDKN2A (Amatya et al., 2005; Baeza et al., 2003;
Nakamura et al., 2001a, 2001b).

Enfin, plusieurs études mettent en évidence une forte association entre la mutation /DH et

I’hyperméthylation globale de I’ADN (Christensen et al., 2011; Noushmehr et al., 2010).
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Cette association serait due au fait que la mutation /DH entraine une diminution du pool
d’aKG nécessaire a ’activité enzymatique des ADN et des histones déméthylases menant a
un remodelage de la chromatine et a des modifications épigénétiques au niveau de I’ADN. De
plus, le D-2HG peut également inhiber directement 1’activité des histones déméthylases (Xu
et al.,, 2011). Enfin, il ét¢ montré que les tumeurs mutées pour /DH et ayant un phénotype
d’hyperméthylation globale présentent des hypométhylations localisées au niveau de geénes
impliqués dans plusieurs voies métaboliques et de biosyntheéses (Christensen et al., 2011).

D’autres marqueurs épigénétiques comme la modification des histones ont été étudiés dans les
gliomes mais restent moins bien caractérisés notamment en terme de valeur pronostique (Liu

et al., 2010).

1.1.4.2. Classification basée sur I’expression des miRNA

Les microRNA (miRNA) sont de petites molécules d’acides ribonucléiques (ARN) non
codant, de moyenne 22 nucléotides. IlIs permettent de réguler 1’expression de geénes de
manicre post-transcriptionnelle. Ils s’apparient a une séquence complémentaire d’ARN
messager du geéne cible empéchant ainsi sa traduction ou aboutissant a sa dégradation. Selon
les génes régulés, les miRNA peuvent avoir un rdle pro-oncongéne ou suppresseur de tumeur.
Plusieurs études ont étudié¢ le role des miRNA dans le développement des gliomes. Les
travaux de Rao et al. ont par exemple mis en évidence une signature de 23 miRNA pouvant
discriminer les astrocytomes anaplasiques des GBM (Rao et al., 2010). De plus, différents
profils d’expression de miRNA ont été mis en évidence et associés au pronostic de survie
dans les gliomes (Barbano et al., 2014; Srinivasan et al., 2011; Wong et al., 2015). Plus
récemment, il a ét€ mis en évidence un profil d’expression de miRNA qui serait associé a la
progression de la malignité dans les gliomes. Ce profil est basé sur I’expression de 5 miRNA
dont deux sont associé€s a un bon pronostic (miR-767-5p et miR-105) et trois autres associés a
un mauvais pronostic dans les gliomes de haut grade (miR-584, miR-296-5p et miR-196a)

(Yan et al., 2014Db).

1.2. Le glioblastome
1.2.1. Définition

Le glioblastome multiforme, astrocytome de grade IV, est la forme la plus fréquente

des gliomes et représente 60 a 70% des gliomes de haut grade (Wen and Kesari, 2008). C’est
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¢galement la forme la plus Iétale avec une survie moyenne des patients de 14,6 mois avec
traitement (Maher et al., 2001). Les GBM peuvent étre « de novo » (GBM primaires) ou
évoluer a partir d’un gliome de bas grade (GBM secondaires). Les GBM primaires
représentent la majorité¢ des GBM, ils se développent tres rapidement chez des patients de
moyenne d’adge 62 ans et sans signe clinique ou histologique précurseur. Les GBM
secondaires représentent moins de 10% des GBM et touchent des patients plus jeunes avec
une moyenne d’age au diagnostique de 45 ans (Lim et al., 2011; Ohgaki and Kleihues, 2009).

Les GBM primaires et secondaires ne sont pas distinguables d’un point de vue histologique
ou de réponse aux traitements conventionnels. Cependant d’un point de vue génique les GBM
secondaires se distinguent des primaires par des mutations de 7P53, de PDGFR et d’IDH. Les
GBM primaires se caractérisant par une mutation ou une surexpression du géne de I’EGFR.
Globalement, les GBM sont des tumeurs trés hétérogénes d’un point de vue inter-tumoral.
L’intérét de classer ces tumeurs selon leur expression génique est donc primordial pour
permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant plus particulierement

certains sous-types de tumeur.

1.2.2. Classification des glioblastomes

Une 1% classification moléculaire fondée sur les profils d’expression de 35 génes et
associée aux profils cliniques a permis de mettre en évidence 3 sous-groupes de GBM définis

comme proneuraux, prolifératifs et mésenchymateux (Tableau 2) (Phillips et al., 2006).
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Histological grade

Cellular morphology

Evolution of signature
Patient age
Prognosis

Histological Markers

Tissue similarities

Biological process

Analogous forebrain
cell

Chromosome
gainfloss

PTEN locus
EGFR locus

Signaling

Proneural

Proliferative

Mesenchymal

WHO grade Il or

WHO grade IV with or
without necrosis

WHO grade IV with
nNecrosis

WHO grade IV with
necrosis

Astrocytic or
Oligodendroglial

Astrocytic

Astrocytic

Arises in 1° tumor,
may persist or convert

Arises in 1° tumor,
may persist or convert

Arises in 1° tumor or
by conversion from

to Mes to Mes other subtype
Younger (~40 yrs.) Older (~50 yrs.) Older (~50 yrs.)
Longer survival Short survival Short survival
Olig2, DLL3, BCAN PCNA, TOP2A IR 10, SR

Bone, cartilage,

. smooth musc,
Adult and Fetal Brain HSC, lymphoblast endothelium, dendritic
cells
Neurogenesis Proliferation Angiogenesis
Neural Stem Cell
Neuroblast and/or Transit Neural Stem Cell
Amplifying Cell
None Gain of 7 & Loss of 10 Gain of 7 & Loss of 10
ar 10q
PTEN intact PTEN loss PTEN loss
EGFR normal EGFR amplified or EGFR amplified or
normal normal
Notch activation Akt activation Akt activation

Tableau 2 : Principales caractéristiques cliniques et géniques des différents sous-types
de GBM. (Phillips et al., 2006)

Plus récemment, Verhaak ef coll. ont étendu cette classification a 4 sous-groupes en se
basant sur I’expression de 840 génes, divisant notamment les GBM prolifératifs en neuraux et
classiques (Verhaak et al., 2010). De manicre générale, le sous-type classique est caractérisé
par une amplification du chromosome 7 associée a la perte du chromosome 10, une
amplification ou une mutation activatrice de I’EGFR, une délétion du locus INK4a/ARF, ainsi
qu’une absence de mutation de 7P53. Le sous-type mésenchymateux regroupe les tumeurs
présentant une mutation ou une délétion du géne NF/, une mutation de PTEN, ainsi qu’une
forte expression de CHI3LI, du récepteur a I’hepatocyte growth factor (MET) et des genes
impliqués dans la voie TNF et NFkB. Les GBM proneuraux sont caractérisés par une
fréquence ¢élevée des mutations activatrices de PDGFR et des mutations d’/DH1 et de TP53.
Enfin, le sous-type neural est caractéris¢ par la surexpression d’EGFR et I’expression de

génes nceuronaux.
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D’un point de vue clinique, les GBM proneuraux sont de meilleurs pronostics avec une survie
des patients plus importante comparée aux autres sous-types. Les capacités cellulaires de
prolifération et de survie liées a une activation du cycle cellulaire et a une néovascularisation
plus importante, seraient associées au mauvais pronostic des gliomes mésenchymateux et
prolifératifs (Phillips et al., 2006). Cependant, les patients atteints de GBM proneuraux
semblent répondre moins bien aux traitements que les deux autres sous-types. Phillips et al.,
ont ¢galement mis en évidence 1’acquisition d’un phénotype mésenchymateux de la tumeur
lors de la rechute des patients aprés traitement.

Méme si cette classification inclue a la fois les GBM primaires et secondaires, elle permettra
de mieux comprendre les mécanismes de résistance aux thérapies et ainsi de pouvoir

développer des traitements spécifiques a chaque sous-type de tumeur.

Toutefois, des données récentes mettent en avant [’hétérogénéité moléculaire intra-
tumorale des GBM d’un point de vue du génome, du transcriptome et du méthylome (Aubry
et al., 2015; Meyer et al., 2015; Patel et al., 2014; Sottoriva et al., 2013). Des analyses de
fragments issus de différentes zones d’une méme tumeur montrent des profils d’expression
géniques et transcriptomiques différents qui peuvent étre classés dans différents sous-types de
GBM (Figure 5) (Aubry et al., 2015; Sottoriva et al., 2013). La figure 5 représente 1’évolution

phylogénique des différents clones établie a partir de de leur expression génique.
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Figure 5 : Représentation de la progression du GBM dans le temps et I'espace.

IRM de la tumeur et localisation des prélévements (A). Etude des altérations géniques et
¢tablissement de leur progression au cours du temps (B). Reconstruction spatiale et
temporelle de la progression tumorale (C). Les altérations géniques révelent plusieurs clones
tumoraux appartenant a différents sous types de GBM. (Sottoriva et al., 2013)
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Ce développement de plusieurs clones de cellules cancéreuses au sein d’une méme tumeur
apporte donc un biais lors de la stratification des patients qui est réalisée sur une seule
biopsie. De plus, la présence de ces différents clones complique la prise en charge
thérapeutique des patients puisque ces clones auront une réponse différente & un méme

traitement.

1.3. Traitement du glioblastome
1.3.1. Radiothérapie/Témozolomide

Les traitements actuels du glioblastome consistent en la résection chirurgicale de la
tumeur, lorsque sa localisation le permet, suivie de radiothérapie et/ou de chimiothérapie.
L’efficacité¢ de ces traitements reste trés limitée et n’ont que trés peu évolué ces dernicres
années. En effet, le caractere infiltrant de cette tumeur limite l'efficacité de la résection
chirurgicale. De plus, les doses de radiothérapie sont restreintes par les effets secondaires
occasionnés au cerveau et la chimiothérapie limitée par le passage de la barriere hémato-
encéphalique. Cependant, la mise au point dun protocole de traitement associant
radiothérapie et chimiothérapie concomitante puis adjuvante a base de témozolomide (TMZ)
a permis un gain de survie des patients a 2 ans passant de 10 a 27% (Figure 6) (Stupp et al.,

2005).

100

Radiotherapy plus temozolomide

Radiotherapy

Probability of Overall Survival (%)

0 T T T T T —T L
0 6 12 18 24 30 36 42
Months
No. at Risk
Radiotherapy 286 240 144 59 23 2 0
287 246 174 109 57 27 4

Figure 6 : Courbes de Kaplan-Meier estimant la survie des patients atteints de GBM
selon le protocole de traitement suivi.

Les patients atteints de GBM traités par radiothérapie et témozolomide ont un meilleur
pronostique vital par rapport aux patients traités par radiothérapie seule. (Stupp et al., 2005)
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Toutefois, le protocole Stupp n’a permis qu’une faible augmentation de la médiane de
survie des patients de 12,1 mois avec radiothérapie seule, a 14,6 mois (Stupp et al., 2005).
L’efficacité de ce traitement est limitée par la surexpression de 1’O°-méthylguanine-DNA
méthyltransferase (MGMT) chez 30 a 40% des patients, protéine de réparation qui catalyse le
transfert du groupement méthyle des O6mG a son propre résidu cystéine. Le TMZ est un
agent alkylant induisant la méthylation de ’ADN sur la guanine en position O° (O6mG)
entralnant son appariement incorrect avec la thymine lors de la réplication et ainsi un arrét du
cycle et une mort cellulaire. Plusieurs études ont montré que 1’hyperméthylation du promoteur
de MGMT, aboutissant a la répression de son expression, était un facteur de pronostique
favorable chez les patients atteints de GBM et traités au TMZ (Esteller et al., 2000; Hegi et
al., 2008). Ces données cliniques refletent 1I’hétérogénéité de I’expression génique et
épigénétique des GBM et soulignent I'importance de définir différents sous-types

moléculaires afin d’adapter le traitement de chaque patient en fonction de ce sous-type.

1.3.2. Autres traitements

D’autres molécules sont actuellement a I’étude, notamment des inhibiteurs de récepteurs
aux tyrosines kinases (TKI) ou de leurs ligands. L’erlotinib et le gefitinib sont des petites
molécules inhibitrices de I’activit¢ de ’EGFR qui ont montré des résultats prometteurs en
¢tudes précliniques mais pas d’effet significatif en monothérapie ni en combinaison avec la
radiothérapie ou le TMZ (Brown et al., 2008; Franceschi et al., 2007; Peereboom et al., 2010).
Ces deux TKI sont des molécules se fixant de manicre réversible aux RTK et actuellement
une nouvelle génération d’inhibiteurs se fixant de manicre irréversible est a 1’étude et
montrent une efficacité dans les études précliniques (Zahonero et al., 2015). Le Bevacizumab,
anticorps dirigé contre le VEGFR, a quant a lui montré une augmentation de la survie des
patients en rechute de GBM mais n’a pas montré d’efficacité chez les patients nouvellement
diagnostiqués pour le GBM (Cohen et al., 2009; Friedman et al., 2009; Gilbert et al., 2014).
Enfin, le Cetuximab est un anticorps monoclonal de ’EGFR ayant une affinité¢ dix fois plus
forte pour le domaine extracellulaire que les ligands endogenes. Tout comme les TKI ciblant

I’EGFR, les études précliniques et cliniques n’ont montré que peu d’effet.

Les glioblastomes sont des tumeurs hautement agressives et trés résistantes aux

traitements et la rechute des patients ayant répondu a la thérapie initiale est quasiment
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systématique. En plus de I’hétérogénéité intratumorale et des modifications épigénétiques, la
capacité des cellules tumorales a infiltrer le parenchyme sain, leur permettant ainsi d’échapper
a la résection chirurgicale et a la radiothérapie ciblée, peut expliquer la résistance aux
traitements et la récurrence de la tumeur. La majorité des tumeurs se reforme dans les 2 a 3
cm du site tumoral initial avec un phénotype plus résistant et une agressivité plus importante.
Ces derni¢res années ont vu émerger 1’hypothése que les phénomeénes de résistance aux
traitements et de récurrence des tumeurs seraient dus a la présence, au sein de la tumeur,
d’une petite population de cellules cancéreuses ayant des propriétés de cellules souches,
appelées cellules souches cancéreuses (CSCs). De plus, les GBM sont des tumeurs trés
hypoxiques. L’hypoxie permet la maintenance des CSCs et induit 1’augmentation de la

prolifération tumorale ainsi qu’une plus forte radio- et chimio-résistance.

2. Les cellules souches cancéreuses

2.1. Définition et origine

La résistance aux traitements conventionnels et la récurrence de nombreux cancers ont
attiré D’attention vers les mécanismes d’initiation et de maintenance de la masse tumorale.
Une premicre hypothése, appelé « modele stochastique », suppose que toutes les cellules
cancéreuses possedent le méme potentiel tumorigénique et donc que chacune d’entre elles
peut initier une tumeur. Dans ce mode¢le, les cellules cancéreuses acquerraient des mutations
créant une hétérogénéité cellulaire et leur permettant de maintenir la progression tumorale,
sous l’influence du microenvironnement. Une deuxiéme hypothése, appelée « hypothése
hiérarchique », suppose que seules quelques cellules peuvent initier et maintenir la masse
tumorale. Ces cellules auraient des propriétés de cellules souches a savoir qu’elles
exprimeraient des marqueurs de cellules souches normales et seraient capables de
s’autorenouveller et de se différencier en tous les sous-types cellulaires présents dans la
tumeur. L’hétérogénéité tumorale proviendrait de la différenciation de ces cellules souches.
Cette seconde hypothese a été confirmée par 1’équipe de Dick dans les années 90 dans un
modele de leucémie myéloide aigue (Lapidot et al., 1994). Ils ont montré qu’une petite
population de cellules présentant des marqueurs de cellules souches hématopoiétiques
normales (CD38", CD34") étaient capables de reproduire la tumeur initiale, composée de tous

les stades de différenciation des cellules leucémiques, dans des souris immunodéprimées.
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D’autres études ont par la suite confirmé I’existence de ces cellules souches cancéreuses dans
différentes tumeurs solides et notamment dans le gliome (Singh et al., 2004). En plus de
présenter des marqueurs de cellules souches normales et d’étre capables de s’autorenouveller
et de se différencier en tous les sous-types cellulaires présents dans la tumeur, ces cellules
sont également capables d’initier une tumeur identique a celle dont elles sont issues
lorsqu’elles sont injectées dans des souris immunodéprimées, et ce méme en petite quantité.
Ainsi, le meilleur test fonctionnel pour leur identification est leur capacité¢ a former une
tumeur apres des xénotransplantations en série chez I’animal, d’autant plus que I’existence de
marqueurs spécifiques de ces cellules est discutée (Clarke et al., 2006) (Figure 7). La
fréquence de ces CSCs est treés variable. Elle représente moins de 1% des cellules tumorales

dans les leucémies et jusqu’a 25% dans les tumeurs solides (Visvader and Lindeman, 2008).
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Figure 7 : Protocole de xénotransplantations de CSCs en série chez des souris
immunodéficientes.

Les CSCs (en violet) sont isolées des cellules tumorales (en bleu) et injectées dans des souris
immunodéficientes pour tester leur capacité a initier une tumeur. Afin de vérifier si la tumeur
formée recréé 1’hétérogénéité de la tumeur initiale, les CSCs sont de nouveau isolées et
réinjectées dans une seconde souris immunodéficiente. (O’Brien et al., 2010)
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Cependant, si a I’heure actuelle la majorité s’accorde sur I’existence des CSCs, leur
origine reste discutée. Les CSCs pourraient provenir de cellules souches saines ayant acquis
des mutations ou de cellules déja engagées dans un processus de différenciation comme les
cellules progénitrices et dont les mutations leur auraient conféré des propriétés souches

aboutissant a leur dédifférenciation (Nduom et al., 2012) (Figure 8).
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Figure 8 : Hypothéses de I'origine des tumeurs dans le modéle du GBM.

Une premicre hypothese est que les cellules tumorales peuvent provenir de cellules gliales
matures ayant subit des mutations et capables de former la masse tumorale (A). D’autres
hypothéses reposent sur la présence de CSCs. Les cellules gliales subiraient des mutations
induisant un phénotype de CSCs (B). Les cellules souches neurales pourraient étre a 1’origine
des CSCs (C). Des mutations des progéniteurs pourraient induire des CSCs (D). Des
mutations pourraient induire la dédifférenciation des cellules gliales et leur transformation en
CSCs (E). (Nduom et al., 2012)

Ainsi, dans le cadre du gliome, les CSCs pourraient provenir de 1’acquisitition de
mutations par les cellules souches neurales ou par les progéniteurs gliaux. Les CSCs
pourraient également étre issues de cellules gliales différenciées ayant subit des mutations

entrainant leur dédifférenciation vers un phénotype souche.
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2.2. Marqueurs des CSCs dans les gliomes

Etant donné leur rdle fortement supposé dans I’initiation et la récurrence de la tumeur,
I’intérét de trouver un marqueur permettant d’identifier et d’isoler les CSCs est majeur.
Cependant, aujourd’hui, il n’existe pas de marqueur spécifique des CSCs et ceux utilisés sont

généralement exprimés par les cellules souches et progéniteurs normaux (Tableau 3).

Tumor Type Marker(s) Used to Enrich for CSCs
Acute myeloid leukemia CD34+CD38~
Breast CD44* CD24~
Breast ALDH1*

Brain CD133*
Prostate CD44* a,B4Nigh CD133+
Head and neck CD44*

Colon CD133*

Colon EpCAMNigh CD44+
Colon ALDH1*
Pancreas ESA*CD44* CD24*
Pancreas CD133*
Mesenchymal Side population
Lung CD133*

Liver CDoo*
Melanoma ABCB5*
Ovarian CD133*

Tableau 3 : Marqueurs d'identification des CSCs dans différents types de tumeurs.
(O’Brien et al., 2010)

Les marqueurs des CSCs diffeérent en fonction de I’origine cellulaire de la tumeur.
Dans les AML, I’isolement des CSCs repose sur le phénotype CD34"/CD38", CD44"/CD24
% dans le cancer du sein ou bien encore CD90" dans le cancer du foie. Dans les gliomes leur
identification est principalement basée sur 1’expression du marqueur CD133 (ou prominin-1)

(Singh et al., 2004).

2.2.1. Marqueurs membranaires

2.2.1.1. CD133 (Prominin-1)

Le CD133 (ou prominin-1) est une glycoprotéine transmembranaire identifiée dans un
premier temps comme marqueur des cellules souches normales hématopoiétiques (Miraglia et
al., 1997) et retrouvée exprimée dans la zone sous-ventriculaire (SVZ) du cerveau en
développement (Corbeil et al., 2000; Sawamoto et al., 2001; Weigmann et al., 1997). Ses

fonctions ne sont pas encore définies mais le CD133 aurait un role dans I’organisation
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structurelle de la membrane plasmique (Corbeil et al., 2010). Dans le GBM, les travaux de
Singh et al. ont montré qu’un faible nombre de cellules CD133" était capable d’initier une
tumeur de phénotype identique a la tumeur initiale dans des souris immunodéficientes
contrairement a des cellules CD133" (Singh et al.,, 2004). Cependant, des données plus
récentes montrent que les cellules CD133" peuvent également initier des tumeurs in vivo
(Chen et al., 2010a; Joo et al., 2008). De plus, la perte de I’expression de CD133 n’est pas
associée a la perte du caracteére souche in vitro et des cellules CD133" peuvent redonner des
cellules CD133" in vivo (Patru et al., 2010; Wang et al., 2008). L’utilisation de ce marqueur
est donc remise en question, d’autant plus que son expression est induite par HIF (Hypoxia
inducible factor) et peut-étre augmentée par le stress cellulaire (Griguer et al., 2008; Platet et
al.,, 2007). Enfin, si certaines études ont pu mettre en évidence une corrélation entre son
expression et des hauts grades de malignité ou un mauvais pronostic vital, d’autres ne lui

conferent pas de fonction pronostique.

D’autres marqueurs sont donc utilisés pour caractériser les CSCs dans les gliomes
comme les marqueurs de cellules souches et/ou progéniteurs neuronaux tel que SSEA1 ou
bien encore des marqueurs identifiés dans d’autres types tumoraux comme le CD44 ou le

CD90.

2.2.1.2. SSEA1 (CD15/Lewis X)

Les SSEA (stage-specific embryonic antigens) sont des trisaccharides appartenant a la
famille des glycanes composant les glycoprotéines ou glycolipides et retrouvées au niveau de
la membrane cellulaire mais également au niveau de la matrice extracellulaire. Les fonctions
des SSEA ne sont pas totalement ¢lucidées mais ils joueraient un role dans I’adhésion et les
contacts cellulaires (Hennen and Faissner, 2012). SSEA1 ¢également nommé CDI15
(Leucocyte cluster of differentiation 15) ou Lewis X, est normalement exprimé par les
cellules souches et les progéniteurs du SNC embryonnaire et chez 1’adulte (Capela and
Temple, 2002). Son rdle dans la prolifération a été démontré de part ses interactions avec des
facteurs de croissance comme le FGF (Fibroblast growth factor) ou bien encore avec la
protéine Wnt-1 (Capela and Temple, 2006; Jirmanova et al., 1999). Les travaux de Son et al.
ont démontré que des cellules de GBM n’exprimant pas CD133 mais positives pour SSEA1
avaient les caractéristiques de CSCs contrairement aux cellules négatives pour SSEAI, a

savoir une capacité d’autorenouvellement et de différenciation in vitro et de tumorigénicité in
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vivo (Son et al., 2009). Aucune valeur pronostique de survie n’a été associée a I’expression de

SSEAI1 dans le GBM (Kim et al., 2011).

2.2.1.3. CD44

Le CD44 est une protéine impliquée dans I’adhésion cellulaire. Elle est composée d’un
domaine extracellulaire contenant un site de liaison a 1’acide hyaluronique, un domaine
transmembranaire ainsi qu'un domaine cytosolique. Le CD44 peut étre clivé par des protéases
appartenant a la famille des MMP (Matrix metalloproteinases) ou ADAM (A disintegrin and
metalloproteinase). Il a été mis en évidence une corrélation entre la quantité de CD44 soluble
et les capacités métastasiques dans de nombreux cancers dont le GBM (Chetty et al., 2012;
Kuo et al., 2009; Najy et al., 2008). De plus, il a été montré que la forme cytosolique soluble
peut étre transloquée dans le noyau et favoriser la transactivation de genes par le complexe
CPB/p300 comme HIF-2a (Okamoto, 2001; Pietras et al., 2014). Le CD44 est fortement
exprimé dans les GBM de sous type mésenchymal (Phillips et al., 2006) et son expression est
associée a un enrichissement en CSCs (Anido et al., 2010; Jijiwa et al., 2011; Pietras et al.,
2014). In vivo, les cellules de GBM exprimant CD44 forment une tumeur plus agressive
(Pietras et al., 2014). Enfin, une corrélation entre I’expression de CD44 et la malignité dans le
gliome a été établie par certaines équipes (Buccoliero et al., 2003; Wei et al., 2010; Yoshida

et al., 2012) alors que d’autres ne la mettent pas en évidence (Ylagan and Quinn, 1997).

2.2.1.4. CDY0 (Thy-1)

Le CD90, aussi appelé Thy-1, est une protéine impliquée dans 1’adhésion cellulaire.
Plusieurs études ont mis en évidence une forte expression de CD90 dans les gliomes et sa
coexpression avec le marqueur CD133 (Kang and Kang, 2007; Liu et al., 2006; Pavon et al.,
2014). He et al. supposent que les CSCs CD133" pourraient étre une sous-population des
cellules CD90" puisqu’ils montrent que toutes les cellules CD133" coexpriment le marqueur
CDY0 alors que toutes les cellules CD90" n’expriment pas le marqueur CD133 que ce soit in
vitro ou sur des coupes de tumeurs (He et al., 2012). De plus, ils montrent que les cellules
exprimant CD90 ont la méme capacité a former des neurosphéres in vitro qu’elles soient
CD133" ou CD133", mais une meilleure capacité & former des neurosphéres que les cellules
CD90'. Enfin, ils ont également montré que 1’expression de CD90 est corrélée aux gliomes de

haut grade. Ces données suggerent que le CD90 pourrait étre un bon marqueur de cellules
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souches dans les gliomes de haut grade cependant d’autres études sont nécessaires pour

démontrer son role en tant que marqueur souche ou de facteur pronostic.

2.2.2. Marqueurs intracellulaires

Pour caractériser les CSCs, des marqueurs de cellules souches et/ou progéniteurs
neuronaux intracellulaires telle que la nestine peuvent étre utilisés. De plus, de nombreux
facteurs de transcription connus pour maintenir la pluripotence et I’autorenouvellement des
cellules souches embryonnaires sont retrouvés exprimés dans de nombreux types de cancers,

tels que Oct4, Sox2 et Nanog.

2.2.2.1. Nestine

La nestine est un filament intermédiaire de classe VI impliqué dans 1’organisation du
cytosquelette. Cette protéine est fortement exprimée lors de I’embryogénese des cellules
souches neuroépithéliales et faiblement dans les cellules matures du SNC ou elle laisse place
aux marqueurs de différenciation neuronaux et gliaux. Son expression est retrouvée dans les
gliomes et augmente avec le grade de la tumeur (Dahlstrand et al., 1992). Elle est également
retrouvée associée a des marqueurs d’invasion tels que les cystéines cathepsines B et L,
enzymes impliquées dans la dégradation des protéines dans les lysosomes et surexprimées
dans les gliomes de haut grade (Strojnik et al., 2007). In vivo, il a été montré une ré-
expression de la nestine dans des tumeurs dérivées de cellules de GBM négatives pour la
nestine. De plus, I’inhibition de 1’expression de la nestine par shRNA ralentit la croissance
des tumeurs issues de cellules exprimant la nestine (Lu et al., 2011). Si ces travaux suggerent
fortement un réle de la nestine dans la tumorigénése, ils ne démontrent pas son role en tant
que marqueur des CSCs. Enfin, bien que principalement cytoplasmique, il a ét¢é mis en
¢vidence une forme membranaire de la nestine dans les cellules de GBM (Jin et al., 2013). Il
s’agit d’une forme tronquée de la nestine d’environ 60kDa et possédant un domaine
transmembranaire en N-terminal. Les cellules de GBM exprimant cette forme membranaire
de la nestine proliférent plus rapidement et ont une meilleure capacité a initier des
neurospheres in vitro (Jin et al., 2013). Si ces résultats restent a confirmer, la forme clivée de
la nestine la rendrait bon candidat pour I’isolation de CSCs vivantes. D’un point de vue
clinique, si certaines études ont pu corréler la forte expression de la nestine a un mauvais

pronostic dans les gliomes (Arai et al., 2012; Wan et al., 2011), d’autres ne mettent pas en
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¢vidence cette association (Chinnaiyan et al., 2008) ou uniquement dans les gliomes de bas

grade (Dahlrot et al., 2014).

2.2.2.2. Oct4

Oct4, aussi connu sous le nom de Oct3/4 et de POUSF1 appartient a la famille des
facteurs de transcription a domaine POU et est essentiel au maintien de la pluripotence des
cellules souches embryonnaires (ESCs) (Nichols et al., 1998). Il est exprimé dans les cellules
souches neurales (NSCs) dans les stades précoces de I’embryogénése et I’induction de son
expression dans les NSCs adultes les reprogramme en cellules souches pluripotentes (Kim et
al.,, 2009; Lee et al., 2010). Oct4 est exprimé dans les gliomes et est nécessaire a la
maintenance des CSCs (Du et al., 2009; Guo et al., 2011). Il est retrouvé coexprimé avec
Sox2 et Nanog et parmi ces cellules triplement marquées, il a ét¢ montré que la moitié
exprime également le CD133 et la nestine (Guo et al., 2011). L’inhibition de 1’expression
d’Oct4 induit la différenciation des CSCs de gliome, empéche la formation de neurosphéres in
vitro et de tumeurs in vivo et sensibilise les cellules a des agents chimiothérapeutiques
(Ikushima et al., 2011; Morfouace et al., 2014). Son rdle dans le maintien du phénotype
souche des cellules de gliome se ferait via son interaction avec Sox4 induisant ainsi la
transcription de Sox2 (Ikushima et al., 2011). Enfin, ’expression d’Oct4 est corrélée au grade

de gliome (Guo et al., 2011) et induite par HIF-2a. en hypoxie (Covello et al., 2006).

2.2.2.3.  Sox2

Sox2 (SRY (Sex determining region Y)-related HMG (High mobility group) box2) est
un facteur de transcription contenant un domaine HMG de liaison a I’ADN, jouant également
un role dans le maintien du phénotype souche des ESCs et des NSCs (Kamachi et al., 2000).
I1 est surexprimé dans les gliomes et son expression est corrélée a 1I’expression de la nestine et
de CD133 ainsi qu’au grade de gliome (Ben-Porath et al., 2008; Guo et al., 2011; Ikushima et
al., 2009). Il a été montré que I’expression de Sox2 est induite par la voie du TGF-f via
I’activation de Sox4 maintenant ainsi le phénotype souche des CSCs de gliomes (Ikushima et
al., 2009). L’inhibition de I’expression de Sox2 ou de Sox4 diminue la capacité a former des
neurosperes, induit la différenciation des CSCs de gliome et empéche la formation de tumeur

in vivo (Gangemi et al., 2009; Ikushima et al., 2009).
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2.2.2.4. Nanog
Tout comme Oct4 et Sox2, Nanog est un facteur de transcription régulant la
pluripotence des ESCs (Hart et al., 2004). Son expression est retrouvée dans les gliomes et
corrélée au grade de gliome (Ben-Porath et al., 2008; Guo et al., 2011; Niu et al., 2011).
Nanog est essentiel pour la prolifération des CSCs in vitro et pour la formation de tumeur in
vivo (Zbinden et al., 2010). Selon I’étude d’Elsir ef al., I’expression de Nanog pourrait étre un

bon facteur prédictif dans les gliomes (Elsir et al., 2014).

Méme si beaucoup d’autres marqueurs potentiels de CSCs ont été étudiés dans les
GBM tels que A2B5 (Ogden et al., 2008), LICAM (Bao et al., 2008) ou bien encore CXCR4
(chemokine receptor type 4) (Ehtesham et al., 2009), il n’existe pas de consensus sur un
unique marqueur de CSCs. De plus, aucune corrélation n’est clairement établie entre les
marqueurs potentiels de CSCs et le pronostic vital des patients. Les différences observées
entre les différentes études cliniques peuvent étre expliquées par le fait qu’elles n’étudient pas
les mémes grades de gliomes, certaines différenciant uniquement les gliomes de bas grade des
gliomes malins et d’autres différenciant chaque grade voire les GBM primaires des
secondaires. De plus, les différences peuvent étre également expliquées par 'utilisation de
différents clones d’anticorps, ne reconnaissant pas les mémes épitopes qui eux-mémes varient
par leur statut de glycosylation notamment pour le CD133. Finalement, ['utilisation de
plusieurs marqueurs semble le plus approprié pour caractériser au mieux les CSCs d’autant
plus que celles-ci peuvent provenir de cellules souches ou de progéniteurs a différentes étapes
de différenciation et que les GBM sont des tumeurs présentant une grande hétérogenéité intra-

et inter-tumorale.

2.3. Niches et hypoxie

Les cellules souches cancéreuses, tout comme les cellules souches neurales, résident dans
un microenvironnement particulier, appelé niche. Ce microenvironnement est composé de
multiples types cellulaires tels que les cellules endothéliales, les péricytes, les astrocytes, les
cellules immunitaires et la matrice extracellulaire qui générent de nombreux signaux induisant
un controle de I’autorenouvellement et de la différenciation des cellules souches. Ces signaux
incluent les BMPs (Bone morphogenic proteins), les voies Sonic Hedgehog (Shh), Wingless

(Wnt) et Notch mais également les protéines d’adhésion telles que les cadhérines et les
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facteurs mitogenes. Dans les GBM, la niche des CSCs comporte une région périvasculaire et
une région hypoxique (Figure 9).
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Figure 9 : Microenvironnement des CSCs de GBM.

Les CSCs de GBM résident dans des niches hypoxiques et périvasculaires dans lesquelles
différents facteurs de croissance et cytokines maintiennent leur phénotype souche et leur
prolifération. En retour, les CSCs augmentent I’expression, 1’activation et la sécrétion de
nombreuses molécules impliquées par exemple dans 1’angiogénése, la prolifération et la
migration des cellules endothéliales. (Schonberg et al., 2014)

2.3.1. Niche périvasculaire

Les niches périvasculaires sont composées principalement de cellules endothéliales
fournissant un site d’attachement aux CSCs et générant des facteurs régulant leurs fonctions

(Figure 10).
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Figure 10 : Régulation des CSCs de gliome dans la niche périvaculaire.

La niche périvasculaire régule les CSCs par de nombreux signaux tel que Notch. En retour,
les CSCs stimulent la prolifération des cellules endothéliales et la néovascularisation en
secrétant du VEGF et du SDF-1. Arg : L-arginine, cGMP : cyclic Guanosine monophosphate,
Cit : Citrulline, DLL4 : Delta-like 4, GTP : Guanosine-5’-triphosphate, JAGI : Jagged 1,
PKG : cGMP-dependent protein kinase, NO : Nitric oxide, PTCH : Patched, sGC : soluble
Guanylate cyclase, SMO : Smoothened. (Filatova et al., 2013)

Les gliomes et notamment les GBM sont des tumeurs hautement vascularisées. De
plus, il a été montré que les tumeurs dérivées de CSCs sont beaucoup plus vascularisées que
les tumeurs issues de lignées de GBM (Bao et al., 2006). Les CSCs permettent I’angiogéncse
notamment via la production de VEGF et de SDF1 (Stromal-derived factor 1 ou CXCL12)
permettant la migration des cellules endothéliales au sein de la masse tumorale (Folkins et al.,
2009). In vivo, I’inhibition du récepteur au VEGF par le Bevacizumab inhibe 1’angiogénése et
la croissance tumorale (Bao et al., 2006). De plus, des données récentes montrent que les
CSCs de gliomes pourraient se transdifférencier en cellules endothéliales, comme en sont
capables les NSCs, ou en péricytes (Cheng et al., 2013; Ricci-Vitiani et al., 2010; Wang et al.,
2010c). Toutefois, les vaisseaux nouvellement formés au sein de la tumeur seraient peu
fonctionnels avec une désorganisation du réseau vasculaire, peu de connections, une faible

perméabilité et un faible taux de circulation d’érythrocytes (Jain et al., 2007).
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La niche périvasculaire peut également controler le phénotype souche des CSCs. Les
cellules endothéliales secrétent de nombreux facteurs impliqués dans la survie et le maintien
du phénotype souche des CSCs (Figure 10). Au sein des tumeurs, les CSCs interagissent
physiquement avec les cellules endothéliales et ces dernicres sécretent des ligands tels que
JAG1 (Jaggedl) ou DLL4 (Delta like ligand 4) activant la voie Notch des CSCs pour
maintenir leur phénotype souche (Calabrese et al., 2007). In vivo, la co-injection de cellules
endothéliales avec des CSCs de gliome augmente la croissance tumorale et cet effet est aboli
par I’inhibition de I’expression de JAGI ou de DLL4 (Calabrese et al., 2007; Zhu et al.,
2011). Les cellules endothéliales produisent également de 1’oxyde nitrique via la eNOS
(endothelial nitric oxide synthase) qui active la voie Notch des CSCs et augmente la
tumorigénicité de ces cellules in vivo (Charles et al., 2010). Enfin, les cellules endothéliales
peuvent également produire Sonic Hedgehog (SHH) se fixant au récepteur Patched (PTCH)
permettant la levée de répression de Smoothened (SMO) et I’activation du facteur de
transcription Glil. La voie SHH/GIil est impliquée dans le maintien du phénotype souche des
CSCs et de leur tumorigénicité (Bar et al., 2007; Clement et al., 2007; Yan et al., 2014a).
Enfin, il a été récemment démontré que les cellules endothéliales secretent également des
facteurs activant la voie mTOR/Akt des CSCs de gliome permettant leur survie et le maintien

de leur phénotype souche (Galan-Moya et al., 2011).

2.3.2. Niche hypoxique

En plus de contenir des zones hautement vascularisées, les GBM contiennent
¢galement des zones hypoxiques formant des niches impliquées dans le maintien du

phénotype souche et de la prolifération des CSCs (Figure 11).
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Figure 11 : Régulation des CSCs de gliome dans la niche hypoxique.

Au sein des niches hypoxiques, les facteurs HIF permettent la maintenance des CSCs via
I’induction de I’expression de geénes impliqués dans le maintien du phénotype souche. De
plus, HIF peut induire I’expression de cytokines telles que VEGF et SDF-1 jouant un role
dans la maintenance des CSCs de maniére autocrine. (Filatova et al., 2013)

De plus, les GBM présentent tres fréquemment des régions nécrotiques entourées par
des cellules tumorales denses formant des pseudopalissades et caractérisées par un
enrichissement en CSCs (Li et al., 2009). Evans et al., ont analysé les concentrations en
oxygene de tissus cérébraux normaux et de gliomes. Les concentrations physiologiques en
oxygeéne dans le tissu sain varient de 12,5% a 2,5% et dans les GBM de 2,5% a 0,5%
correspondant a de I’hypoxie moyenne, et de 0,5% a 0,1% pour de I’hypoxie modérée a
sévere (Evans et al., 2008). Les réponses cellulaires a 1’hypoxie sont médiées principalement
par les facteurs de transcription HIF-(1-3) constitués de deux sous-unités, a et 3. La sous-
unit¢ HIF-a est sensible a ’oxygene. En condition normoxique, elle est hydroxylée par les
prolyl hydroxylases (PHD) puis complexée a VHL (Von Hippel-Lindau) permettant son
ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. En condition hypoxique, HIF-a est
stabilisé et s’hétérodimérise avec HIF-1f, exprimé constitutivement dans le noyau, pour

induire la transcription de geénes cibles via leur fixation sur les séquences HREs (Hypoxia-
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responsive elements) des promoteurs de geénes. Si HIF-1a et HIF-2a possédent une activité
transcriptionnelle, HIF-3a ne posseéde pas de domaine d’activation transcriptionnel et joue un
role de régulateur négatif de la transcription via la séquestration de HIF-1f.

Dans les gliomes, HIF-1a et HIF-2a sont tous les deux impliqués dans la régulation des CSCs
puisque I’inhibition de I’expression de 1’un ou de 1’autre par siRNA diminue la prolifération
et la capacité de formation de neurospheres des CSCs de gliome ainsi que la formation de
tumeurs in vivo (Li et al., 2009). Cependant, HIF-1a est induit par I’hypoxie a la fois dans les
CSCs et dans les cellules cancéreuses de GBM alors que HIF-2a semble plus spécifique des
cellules souches puisqu’il est retrouvé surexprimé uniquement dans les CSCs en normoxie et
en hypoxie et permet la surexpression de génes spécifiques impliqués dans le maintien du
phénotype souche (Li et al., 2009; Seidel et al., 2010). De plus, I’induction de son expression
dans des cellules cancéreuses non souches de gliomes, induit I’expression de CD133, Oct4,
Nanog et c-Myc et augmente la croissance tumorale in vivo (Heddleston et al., 2009).
L’hypoxie via [’activation de HIF contribue au maintien des CSCs voire a une
reprogrammation des cellules tumorales vers un phénotype souche aboutissant & une tumeur

plus agressive (Helczynska et al., 2003; Jogi et al., 2002).

2.4. CSCs et résistance a la mort cellulaire

L’échec des thérapies actuelles et la rechute quasi-systématique des patients atteints de
GBM suggerent la présence de cellules résiduelles présentant une résistance accrue aux
traitements. En plus de la surexpression des voies de survie et de prolifération, les CSCs
présentent une forte résistance a la mort cellulaire, notamment via la modification de leur
balance des protéines pro/anti-apoptotiques en faveur de la survie, ’augmentation de leur
capacité¢ de réparation de ’ADN et de I’expression de transporteurs ABC (ATP binding
cassette) (Liu et al., 2006). De plus, il a ét¢ montré par une ¢tude de BH3 profiling dans un
modele de cancer colorectal, que les CSCs sont moins « primées » a ’apoptose que les
cellules différenciées et donc qu’elles ont un seuil de déclenchement de I’apoptose plus élevé

(Colak et al., 2014).

2.4.1. CSCs et résistance a l’irradiation

Bien qu’elle ne reste que palliative de part la récurrence de la tumeur, la radiothérapie

est le traitement le plus efficace dans le GBM apres la chirurgie. Cependant, plusieurs études
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ont montré un enrichissement de la tumeur en CSCs aprés irradiation in vitro et in vivo (Bao
et al., 2006). De plus, il a été montré que les biopsies issues de tumeurs récurrentes de patients
ayant été traités par radiothérapie étaient composées d’un nombre beaucoup plus important de
cellules CD133" que les biopsies de tumeurs issues d’une premiére chirurgie avant traitement
radiothérapeutique (Tamura et al., 2010). Une étude plus récente montre que 1’irradiation peut
induire la dédifférenciation des cellules de GBM et met en évidence le rdle de la survivine,
protéine inhibitrice des caspases surexprimée dans les CSCs et apres irradiation, dans ce
phénomeéne (Dahan et al., 2014). Notre équipe a montré que I’irradiation induit la production
et le relargage de PGE2 par les cellules de GBM, indépendamment de [’activation des
caspases, promouvant la survie et la prolifération des cellules tumorales adjacentes via la
transactivation du récepteur a I’EGFR et Dl’activation des voies Erk et Wnt/f-caténine
(Brocard et al., 2015) (Annexe). Cependant, si certaines équipes ont montré que le PGE2
stimulait la prolifération des cellules souches et leur différenciation pour reformer la masse
tumorale aprés irradiation, notre équipe n’a pu mettre en évidence une modification des
marqueurs souches et de différenciation dans nos modeles de primocultures de GBM (Brocard
et al., 2015; Durand and Zon, 2010; Huang et al., 2011; Li et al., 2010).

Un mécanisme de radiorésistance des CSCs est leur meilleure capacité de réparation
des dommages a I’ADN (Bao et al., 2006; Jamal et al., 2012). En effet, les cellules CD133"
présentent une activation accrue de différents points de contréle des dommages a I’ADN
comme ATM (Ataxia telangiectasia mutated), Rad17 et les kinases Chk1 et Chk2 (Bao et al.,
2006; Jamal et al., 2012). D’ailleurs, I’inhibition des protéines kinases Chk1 et Chk2 diminue
la radiorésistance des CSCs (Bao et al., 2006; Cheng et al., 2010). D’autres études mettent
également en évidence I’augmentation de 1’expression des checkpoint protéines dans les
cellules CD133" comparé aux CD133 sans toutefois mettre en évidence une augmentation de
la capacité des cellules CDI133" a réparer ’ADN (McCord et al., 2009; Ropolo et al., 2009).
Ces études sont réalisées sur des cellules issues de primocultures de GBM de patients et la
radiorésistance des CSCs semble dépendante du sous-type de tumeur dont elles sont issues.
Enfin, la résistance des CSCs a I’irradiation serait plus importante in vivo qu’in vitro mettant
en évidence un rdle important du microenvironnement tumoral dans la résistance a la
radiothérapie (Jamal et al., 2010).

Les voies de maintenance du phénotype souche sont également impliquées dans la
radiorésistance des CSCs. L’inhibition de la voie Notch dans les CSCs de gliome sensibilise a

la mort induite par les irradiations (Wang et al., 2010a). La voie Notch permettrait la
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radiorésistance via D’activation de la voie PI3K/AKT et la surexpression de Mcl-1

spécifiquement dans les cellules CD133" de gliome (Wang et al., 2010a).

2.4.2. CSCs et résistance a la chimiothérapie

L’introduction du TMZ dans le protocole standard de traitement a permis un gain de
survie des patients atteints de GBM. Cependant, en plus d’étre résistantes a 1’irradiation, les
CSCs sont ¢galement des cellules tres résistantes aux agents chimiothérapeutiques. Une des
principales résistances aux agents alkylants tels que le TMZ est la surexpression de I’enzyme
de réparation de ’ADN, la MGMT. Cette enzyme permet d’oter les groupements méthyles
induits par les agents alkylants sur les guanines en position O° de I’ADN, empéchant ainsi
leurs effets cytotoxiques. Certaines études ont montré une augmentation de 1’expression de la
MGMT et de la résistance a différents agents chimiothérapeutiques dont le TMZ dans les
cellules CD133" de GBM comparées aux cellules CD133" (Liu et al., 2006; Pistollato et al.,
2010). L’induction du phénotype souche dans des cellules issues de lignées de GBM par la
surexpression d’Oct4, de Sox2 et de Nanog augmente la résistance au TMZ (Olmez et al.,
2015). De plus, certaines CSCs obtenues a partir de lignées de gliomes négatives pour la
MGMT sont capables de la réexprimer (Qiu et al., 2014). Cependant, d’autres études mettent
en évidence une sensibilit¢ au TMZ plus importante des CSCs par rapport aux cellules
différenciées (Beier et al., 2008; Clement et al., 2007). Si ces différences peuvent s’expliquer
en partie par le fait que toutes les études ne font pas état de I’expression de la MGMT et
n’utilisent pas les mémes quantités de TMZ ni les mémes temps de traitements, elles
renforcent 1’idée que la résistance des CSCs est dépendante du sous-type de tumeur dont elles
sont issues.

Un deuxiéme mécanisme crucial dans la résistance des CSCs a la chimiothérapie est
I’acquisition d’un phénotype nommé « multidrug resistance ». Les CSCs expriment fortement
les pompes a efflux permettant d’exclure les agents chimiothérapeutiques de la cellule tels
que les transporteurs ABC (ATP-binding cassette). Cette famille de transporteurs inclut par
exemple les protéines MDRI1 (Multidrug résistance transporter 1 ou ABCBI ou P-
glycoprotein) et BCRP (Breast cancer resistance protein ou ABCG2). La capacité d’exclusion
des drogues a été observée dans un premier temps dans les cellules souches hématopoiétiques
par cytométrie en flux aprés marquage des cellules au Hoechst 33342 (Goodell et al., 1996).
La population de cellules non marquées par le Hoechst 33342 a ¢été nommée « side

population » et correspond aux cellules souches. Il a été démontré que les cellules CD133" de
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gliomes ont une plus forte expression de BCRP1 comparé aux cellules CD133" et que son
inhibition sensibilise les CSCs a la chimiothérapie in vitro (Jin et al., 2009; Liu et al., 2006).
De plus, I’induction ectopique de I’expression de CDI133 induit une surexpression des
transporteurs ABC et une diminution de la sensibilité a I’apoptose induite par la doxorubicine
et la camptothecine (Angelastro and Lamé, 2010). Enfin, I’expression de BCRP1 est corrélée
au grade de gliome (Jin et al., 2009).

Les voies de maintenance du phénotype souche sont également impliquées dans la
chimiorésistance. Les voies Notch et Shh sont surexprimées apres exposition au TMZ dans les
cellules CD133" et leur inhibition sensibilise les cellules a la mort induite par le TMZ (Ulasov
etal., 2011).

Enfin, les agents chimiothérapeutiques ciblent les cellules proliférant rapidement.
Cependant, il a été mis en évidence que les cellules souches normales ainsi que les cellules
souches leucémiques sont quiescentes. Méme si ce phénomene n’a pu étre encore démontré
dans les tumeurs solides, la vitesse de prolifération lente des CSCs pourrait étre également

impliquée dans la résistance aux agents chiomiothérapeutiques.

La découverte de la présence de CSCs au sein des tumeurs, I’étude de leurs voies de
signalisation, de I’influence de la niche et de leurs mécanismes de résistance aux traitements
ont permis de développer de nouvelles cibles thérapeutiques. Ainsi des inhibiteurs des voies
Notch et Shh sont actuellement en phase d’essai clinique (Kim et al., 2014; Krop et al., 2012).
De plus, la plus forte résistance des CSCs aux traitements par rapport aux cellules cancéreuses
différenciées a orienté les stratégies thérapeutiques vers I’induction de la différenciation des

CSCs notamment via la modification de leur métabolisme.

3. Recherche de nouvelles thérapies : ciblage du métabolisme

L’essor du séquencage dans les années 1980 a permis d’identifier des mutations
géniques associées au développement des cancers et d’aboutir au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques ciblant les voies de signalisation essentielles pour la survie et la
prolifération des cellules. Cependant les cellules cancéreuses accumulent de nombreuses

mutations et la plupart des traitements ne ciblant qu’un seul géne restent encore inefficaces
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dans de nombreux cancers. Ces derniéres années, un regain d’intérét pour 1’étude du
métabolisme des cellules tumorales a émergé de part deux découvertes majeures. L’une est
que les enzymes du métabolisme sont régulées par des oncogenes et des génes suppresseurs
de tumeurs. L’autre est que des mutations de génes codant pour des enzymes du métabolisme
sont associées au développement de certains cancers comme les mutations de la fumarate
hydrase et de la succinate dehydrogenase associées respectivement au cancer des reins et aux
paragangliomes. Les études menées sur le métabolisme ont permis de mettre en évidence des
différences entre les cellules normales et cancéreuses, ouvrant sur de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Les cellules qui proliférent ont des besoins €nergétiques importants et nécessitent un
métabolisme efficace pour permettre la syntheése de tous les ¢éléments nécessaires a leur
croissance et a leur division. Les deux principaux substrats énergétiques utilisés par les
cellules en prolifération sont le glucose et la glutamine qu’elles transforment en lactate et/ou
incorporent dans leurs mitochondries pour alimenter leur cycle de Krebs ou TCA
(Tricarboxylic acid cycle) et produire de I’ATP wvia la phosphorylation oxydative
mitochondriale (OXPHOS). Les cellules cancéreuses reprogramment leur métabolisme afin
de répondre aux besoins beaucoup plus importants en énergie et en précurseurs des voies de
biosynthése nécessaires a leur prolifération rapide. Cette modification du métabolisme
énergétique a d’ailleurs été récemment incluse parmi les marqueurs caractéristiques des

cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg, 2011).

3.1. Métabolisme du glucose

Le glucose est I’un des principaux substrats énergétiques utilisés par les cellules qui
I’incorporent via les transporteurs au glucose (GLUT). Il peut étre dirigé vers trois voies : la
glycolyse, la voie des pentoses phosphates (PPP) et la voie des hexosamines (HBP). La
glycolyse aboutit a la formation de pyruvate pouvant avoir deux devenirs. En condition
aérobie, la majorité du pyruvate est dirigée vers la mitochondrie et est convertie en acetylCoA
pour alimenter le TCA. En absence d’oxygéne, le pyruvate est essentiellement converti en
lactate via la lactate déshydrogénase (LDH) et permet de reformer du NAD™ (Nicotinamide
adenine dinucleotide) nécessaire a la glycolyse.

Dés les années 1920, Otto Warburg a pu montrer que les cellules cancéreuses consomment de

grandes quantités de glucose qu’elles transforment principalement en lactate et ce méme en

48



présence d’oxygene (Warburg, 1956; Warburg et al., 1927) (Figure 12). Cette voie est appelée
glycolyse aérobie ou effet Warburg.
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Figure 12 : Différences de métabolisme entre les cellules normales et les cellules
tumorales.

Les cellules normales métabolisent le glucose en pyruvate et I’oxydent complétement en CO,
via le cycle de Krebs et I’OXPHOS, aboutissant ainsi a la formation de 36 molécules d’ATP.
Lorsque 1’0, est limitant, le pyruvate est converti en lactate générant seulement 2 molécules
d’ATP par molécule de glucose. Dans les cellules cancéreuses, le glucose est dirigé vers les
voies de biosynthéses et vers la production de lactate et ce méme en présence d’O, (effet
Warburg). (Marie and Shinjo, 2011)

La particularité des cellules cancéreuses a utiliser de grandes quantités de glucose est
aujourd’hui utilisée en imagerie clinique pour visualiser les tumeurs solides et leurs
métastases en PET-scan (positron emission tomography) en utilisant un analogue du glucose

marqué, le 2-(18F)-fluoro-2-D-glucose (FDG) (Figure 13).
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F-FDG

Figure 13 : Utilisation d'un analogue marqué du glucose en imagerie médicale chez les
patients atteints de GBM.

La tumeur est délimitée par les fleches rouges. L’imagerie par résonnance magnétique (IRM)
de contraste met en évidence la tumeur d’un patient atteint de GBM (A). Le PET-scan
(tomographie par émission de positons) montre 1’incorporation du ""F-FDG par la tumeur
cérébrale (B). (Venneti et al., 2015)

L’effet Warburg a un faible rendement énergétique avec la production de seulement 2
molécules d’ATP par molécule de glucose contrairement a 1’oxydation compléte du glucose
par le TCA et ’OXPHOS permettant de produire jusqu’a 36 molécules d’ATP. Plusieurs
hypothéses existent sur le fait que les cellules cancéreuses privilégient cette voie au détriment
de I’OXPHOS. Otto Warburg avait initialement proposé que les cellules tumorales
présentaient des mitochondries défectueuses. Depuis il a ét¢ démontré que la plupart des
cellules tumorales possedent des mitochondries fonctionnelles et d’autres hypothéses ont

émerge.

3.1.1. Hypothése de la biodisponibilité des substrats

Les cellules cancéreuses se trouvent dans un environnement constamment fluctuant en
apport d’oxygene et de nutriments (Cardenas-Navia et al., 2008). Elles doivent donc faire
preuve d’une plasticit¢ métabolique leur permettant de résister a la pression du
microenvironnement tumoral. En effet, les cellules tumorales, de part leur vitesse de
prolifération, se retrouvent rapidement dans un environnement hypoxique. La diminution des
apports en oxygene va induire une diminution de la respiration mitochondriale et un shift du
métabolisme vers la glycolyse aérobie (Pouysségur et al., 2006). De plus, I’hypoxie, via
I’activation de HIF-la, promeut la glycolyse et le recrutement de nouveaux vaisseaux
sanguins. Cette néovascularisation, bien qu’anormale structurellement, va permettre un apport

en nutriments aux cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses auraient donc accés a des
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quantités importantes de glucose et pourraient ainsi produire autant d’ATP via la voie de la

glycolyse aérobie que via I’OXPHOS (Vander Heiden et al., 2009).

3.1.2. Hypothése des intermédiaires de la glycolyse

En plus de ’ATP, les réactions biochimiques nécessaires a la duplication de la
biomasse cellulaire requiérent des carbones et des coenzymes tel que le NADPH. L’effet
Warburg permettrait aux cellules cancéreuses d’accumuler des intermédiaires de la glycolyse
nécessaires aux voies de biosynthése des nucléotides, acides aminés et lipides ainsi qu’a la

production de NADPH (Figure 14).
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Figure 14 : Adaptations métaboliques des cellules cancéreuses.

Le glucose et la glutamine sont les deux principaux substrats énergétiques utilisés par les
cellules cancéreuses. Le glucose est importé dans les cellules via les transporteurs au glucose
(GLUT) et phosphorylé par I’hexokinase (HK). Le glucose est ensuite métabolisé en pyruvate
via la glycolyse ou dirigé vers la voie des pentoses phosphates (PPP). Le pyruvate est
principalement converti en lactate, et ce méme en présence d’O,, et excrété de la cellule par
les transporteurs MCT. La glutamine est convertie en glutamate via la glutaminase (GLS) et
alimente le TCA. (Adapté de (Pecqueur et al., 2013))
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Un des phénomenes appuyant cette hypothése est la surexpression dans les cellules
cancéreuses de l’isoforme M2 de la pyruvate kinase (PKM2), enzyme permettant la
conversion du phosphoenolpyruvate (PEP) en pyruvate (Mazurek et al., 2005). Cet isoforme
M2, contrairement a l’isoforme M1 tétramérique toujours actif, peut &tre dimérique ou
tétramérique. La conformation en dimére ou en tétramére est directement corrélée a
I’activation de I’enzyme. La forme dimérique de PKM2 posséde une affinité plus faible pour
son substrat, la PEP, résultant en I’accumulation des intermédiaires en amont de cette enzyme
et ainsi en la redistribution des carbones vers les voies de biosynthéses telle que la voie PPP
pour la synthése des nucléotides, ou les voies de synthése des acides aminés via
I’accumulation de 3-phosphoglycerate (3-PG) et de PEP (Christofk et al., 2008). Les
différentes conformations de PKM2 permettent de réguler le flux de carbone entre les voies
de biosynthese et la formation de pyruvate. Il s’agit d’un processus dynamique impliquant une
boucle d’autorégulation puisque la forme dimérique de PKM2 induit ’accumulation de
fructose-1,6-biphosphate (F1,6BP) qui en forte concentration promeut la tétramérisation de
PKM2. La PKM2 sous sa forme active va augmenter le flux glycolytique vers la production
de lactate jusqu’a induire la diminution de la quantit¢ de F1,6BP résultant en la dissociation
du tétramére en dimere. Ces conformations sont également régulées par les tyrosines kinases
et les ROS qui déstabilisent la forme tétramérique de PKM2, respectivement par la
phosphorylation de résidus tyrosines et par 1I’oxydation de résidus cystéines présents au site de
fixation de F1,6BP entrainant son relargarge et le retour a la forme dimérique (Anastasiou et
al., 2011, 2012; Christofk et al., 2008). Enfin, dans les cellules cancéreuses, le pyruvate non
transformé en lactate peut-étre importé dans la mitochondrie pour étre converti en substrats

pour la production d’autres acides aminés et la synthése des acides gras.

3.1.3. Hypothése du lactate

L’effet Warburg induit une sécrétion importante de lactate responsable de
I’acidification du microenvironnement tumoral. Ce phénomeéne favoriserait I’invasion
tumorale et I’immunosuppression. En effet, certaines études ont mis en évidence le rle de
I’acidit¢ du pH dans D’induction de la transition épithélio-mésenchymateuse et de
I’angiogénese, respectivement via l’augmentation de 1’expression de protéases ou de
répresseurs de protéines d’adhésion telles que la vimentine et la cadhérine et via
I’augmentation de facteurs pro-angiogéniques tel que le VEGF (Fukumura et al., 2001;

Rofstad, 2006; Suzuki et al., 2014). D’autres études ont montré que le lactate induit la
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sécrétion de cytokines proinflammatoires telle que I’IL-23 produite par les macrophages et les
cellules dendritiques (Shime et al., 2008) et impliquée dans la diminution de la prolifération,
de l’activité et de I’infiltration des lymphocytes T cytotoxiques au sein de la tumeur (Fischer
et al., 2007; Mendler et al., 2012).

D’un point de vue métabolique, il a également été démontré que le lactate peut étre

utilisé comme source d’énergie par les cellules tumorales (Figure 15).
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Figure 15: Métabolisme du lactate par les cellules cancéreuses.

Trois mod¢les d’utilisation du lactate par les cellules cancéreuses existent. Les cellules
cancéreuses créent un environnement hypoxique via la sécrétion d’H,0,, induisant les cellules
stromales a secréter du lactate, qu’elles incorporent ensuite via leur transporteur MCT1 (A).
Dans le modéle de symbiose, les cellules tumorales d’une région hypoxique de la tumeur
secretent du lactate qui est incorporé par les cellules tumorales d’une région oxygénée de la
méme tumeur (B). Le lactate excrété par les cellules tumorales est capté par les cellules
endothéliales ou il est converti en pyruvate activant HIF-1la et la voie NF-kB/IL-8 (C).
(Doherty and Cleveland, 2013)
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Le groupe de Lisanti a mis en évidence que les cellules tumorales créent un
environnement hypoxique induisant les cellules stromales a produire du lactate qu’elles vont
ensuite incorporer via les transporteurs des monocarboxylates 1 (MCT1) pour alimenter leur
TCA. Ce phénomeéne est nommé I’effet Warburg réverse (Pavlides et al., 2009). Sonveaux et
al. ont également mis en évidence ce phénomene entre cellules tumorales. Ils ont montré que
le lactate produit par les cellules tumorales d’une région hypoxique de la tumeur est incorporé
par les cellules d’une région oxygénée via MCT1 pour alimenter leur TCA. In vivo, ils ont
montré que I’inhibition de I’expression de MCT1 diminue la croissance tumorale (Sonveaux
et al.,, 2008). Enfin, le lactate jouerait également un réle dans la migration des cellules
endothéliales et I’angiogénése via sa conversion en pyruvate. Le pyruvate entrerait en
compétition avec le I’aKG comme substrat des PHD, entrainant une diminution de I’activité
des PHD et ainsi la stabilisation de HIF-1a et de NFkB (Sonveaux et al., 2012; Végran et al.,
2011).

Toutes ces hypothéses ne sont pas exclusives mutuellement et si dans un premier
temps le switch métabolique peut sembler étre la conséquence d’une adaptation des cellules
cancéreuses a leur microenvironnement, il joue un réle crucial dans la progression tumorale
en fournissant 1’énergie et la biomasse nécessaire a la prolifération rapide des cellules et en
favorisant I’invasion. Cette hypothese est renforcée par le fait que ce switch métabolique, via
la surexpression des enzymes de la glycolyse, est impliqué dans les mécanismes de résistance

a la mort cellulaire.

3.1.4. Métabolisme glycolytique et résistance a la mort cellulaire

Si le métabolisme glycolytique permet la forte prolifération des cellules cancéreuses, il
les protége également de la mort cellulaire. En effet, les cellules tumorales, en privilégiant la
glycolyse aérobie, présentent un potentiel de membrane mitochondriale plus élevé de part le
faible flux d’ions au sein de la chaine respiratoire (Bonnet et al., 2007). Cette
hyperpolarisation de la membrane mitochondriale induit une augmentation du seuil
d’ouverture des pores mitochondriaux et donc un plus faible relargarge des facteurs pro-
apoptotiques. De plus les cellules cancéreuses surexpriment des enzymes de la glycolyse dont

différents roles dans la résistance a la mort cellulaire ont été démontrés.
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3.1.4.1. Hexokinase II

L’hexokinase II (HKII) est I’enzyme permettant la conversion du glucose en glucose-
6-phosphate (G6P). Dans le GBM, il a ét¢ montré que la surexpression de HKII induit une
augmentation de la prolifération cellulaire et une augmentation de la résistance a 1’apoptose
(Wolf et al., 2011). Plusieurs études ont montré que HKII peut sous sa forme phosphorylée se
lier a VDAC (voltage dependant anion chanel) et ainsi interférer avec la liaison de la protéine
pro-apoptotique Bax et empécher le relargage des protéines de 1’espace intermembranaire des
mitochondries comme le cytochrome C (Pastorino et al., 2002). Dans les cellules cancéreuses
50 a 80% des hexokinases sont retrouvées liées a la membrane mitochondriale externe
(Pastorino et al., 2002). Cette association de HKII a VDAC est sous le controle d’Akt qui
induit la phosphorylation et ainsi 1’inhibition de ’activité de la GSK3p (Glycogen synthase
kinase-3 p). Cette derniére, lorsqu’elle est activée, induit la phosphorylation de VDAC
empéchant sa fixation a HKII (Pastorino, 2005). Enfin, il a ét¢ montré qu’en condition de
privation en glucose, HKII stimule 1’autophagie via 1’inhibition de mTORC1 (Roberts et al.,
2014).

3.1.4.2. Glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase

La GAPDH (glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase) permet la conversion de la
glycéraldéhyde-3-phosphate en 1,3-bisphosphoglycerate avec la réduction de NAD™ en
NADH. En plus de son activité enzymatique, elle pourrait se lier a I’ADN et s’associer a des
facteurs de transcription tel que Oct-1 pour activer la transcription de génes codant pour les
histones (Zheng et al., 2003). La LDH, permettant la conversion du pyruvate en lactate, serait
également impliquée dans ce complexe. De plus, il a été montré que la GAPDH joue un rdle
dans la mort cellulaire. Certaines études lui ont conféré un réle pro-apoptotique. En effet, son
expression est retrouvée augmentée dans les neurones lors de I’apoptose et 1’inhibition de son
expression empéche 1’apoptose (Ishitani and Chuang, 1996; Sunaga et al., 1995). Cependant,
d’autres études ont mis en évidence un role dans la résistance a la mort cellulaire. En effet, il a
¢été démontré que la GAPDH ne protegerait pas les cellules de I’apoptose mais les protégerait
de la mort cellulaire indépendante des caspases (CICD) via la stimulation de la glycolyse et
I’augmentation de la quantité d’ATP permettant de maintenir le potentiel de membrane
mitochondrial et via [’augmentation de la transactivation de geénes impliqués dans
I’autophagie (Colell et al., 2007). Plus récemment, il a été montré que la GAPDH protege de

la CICD en induisant I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL (Jacquin et al.,
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2013). La GADPH se fixerait a la forme phosphorylée d’ Akt et la stabiliserait inhibant ainsi la
translocation nucléaire de FoxO et la transcription de Bcl-6, inhibiteur transcriptionnel de
Bcl-XL. De plus, I’inhibition de I’expression de la GAPDH sensibilise les cellules résistantes
de leucémie myéloide chronique a la CICD induite par I’imatinib (Lavallard et al., 2009).
Enfin, un réle de la GAPDH dans la réparation de ’ADN a également été démontré. La
GAPDH peut interagir avec APEI (apurinic/ apyrimidinic protein endonuclease) et ainsi
activer cette endonucléase impliquée dans I’excision de bases lors de la réparation de I’ADN

(Azam et al., 2008).

3.1.4.3. 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatases

La PFKFB (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatases) permet la
conversion du fructose-6-phosphate (F6P) en fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP). 11 a été
démontré une localisation nucléaire de I’isoforme PFKFB3 (Yalcin et al., 2009). Le F2,6BP
ainsi formé dans le noyau stimule Cdkl entrainant la phosphorylation de p27 et sa
dégradation par le protéasome (Yalcin et al., 2014). La protéine p27 contrdle la progression
du cycle cellulaire en phase G1 en prévenant l’activation du complexe cyclin-E/Cdk2.
PFKFB3 permet donc la diminution de ’expression de p27 via ’accumulation de F2,6BP et

ainsi empéche I’arrét du cycle cellulaire et I’induction de ’apoptose.

3.1.4.4. Pyruvate kinase M2

Outre son role dans la conversion du PEP en pyruvate, la PKM2 peut étre transloquée
dans le noyau et jouer un role dans la mort cellulaire. Il a été montré que la PKM2 peut
sensibiliser a la mort indépendante des caspases suite a différents stimuli pro-apoptotiques
comme les UV ou H,O, (Stetak et al., 2007). D’autres études ont mis en évidence que
I’inhibition de PKM2 sensibilise les cellules cancéreuses a 1’apoptose. Hu et al. ont démontré
le role de PKM2 dans la résistance a 1’apoptose via la dégradation de Bim dans des cellules de
carcinome hepatocellulaire (Hu et al., 2015). Dans notre laboratoire, il a ét¢é démontré que
I’inhibition de 1’expression de PKM2 dans les cellules de GBM augmente la sensibilité a la
mort induite par 1’étoposide et les irradiations sous traitement au dichloroacétate, molécule
favorisant I’entrée du pyruvate dans la mitochondrie (Morfouace et al., 2014). Notre équipe a
¢galement montré que PKM2 peut interagir avec Oct4 et ainsi inhiber son activité
transcriptionnelle, conduisant a la différenciation des CSCs de gliome (Morfouace et al.,

2014).
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3.2. Métabolisme de la glutamine

D’abord démontrée dans les cellules HeLa, la dépendance a la glutamine a ét¢ mise en
¢vidence dans plusieurs lignées cellulaires tumorales (Reitzer et al., 1979). Cet acide aminé
est impliqué dans le métabolisme oxydatif et la génération d’ATP, la biosynthése des acides
aminés, acides nucléiques et lipides ainsi que dans 1’homéostasie rédox. L’ importance de la
glutamine pour les cellules cancéreuses est supportée par le fait que la glutaminase (GLS),
enzyme permettant la conversion de la glutamine en glutamate, est retrouvée fortement
exprimée et trés active dans les cellules tumorales et que son inhibition diminue la
prolifération des cellules tumorales in vitro et in vivo (Gao et al., 2009). De plus, une absence
ou une faible expression de la glutamine synthase, enzyme permettant la synthése de la
glutamine, est associée a une meilleure survie des patients atteints de GBM (Rosati et al.,
2013) (Figure 16). Sa surexpression ou sa forte activité enzymatique est associ¢e a un faible
pronostic vital et a la récurrence de la tumeur chez patients atteints de carcinomes

hépatocellulaires (Osada et al., 2000).
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Figure 16 : Courbes de Kaplan-Meier estimant la survie des patients atteints de GBM.
Les patients atteints de GBM exprimant fortement la Glutamine synthase (GS) ont un

pronostique vital plus faible que les patients ne 1’exprimant pas ou faiblement. (Rosati et al.,
2013)

3.2.1. Précurseur de I'a-ketoglutarate

Il existe différents types de transporteurs de la glutamine au niveau de la membrane

plasmique transportant également d’autres acides aminés. Ces transporteurs peuvent étre
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dépendants ou indépendants du sodium. Parmi les transporteurs dépendants du Na®, certains
sont classés dans le systeme N présentant une spécificité pour I’histidine et I’asparagine ou
dans le systtme ASC spécifique pour I’alanine, la sérine et la cystéine. Une autre
classification des transporteurs de la glutamine existe sous le nom SLC (solute carrier)
(Pochini et al., 2014). Dans les cellules cancéreuses, SLC1AS (ou ASCT2) est le plus exprimé
(McGivan and Bungard, 2007).

La glutamine, aprés incorporation dans la cellule, va étre convertie en glutamate via la
glutaminase (GLS) avec la formation d’azote servant aux voies de biosynthéses des
nucléotides ou excrété de la cellule sous forme d’ammonium. 11 existe 2 formes de GLS, une
codée par le géne GLSI appelée KGA (kidney-type glutaminase) et exprimée de maniére
ubiquitaire et une autre codée par le géne GLS2 nommée LGA (liver-type glutaminase) et
exprimée principalement dans le foie mais également dans le pancréas et le cerveau. Il existe
deux variants du gene GLSI, différant selon leur région C-terminale, une forme longue
nommée KGA et une forme courte GAC (glutaminase C).

Deux voies de conversion du glutamate en a-ketoglutarate (aKG) existent. La conversion du
glutamate en oKG peut se faire via une désamination oxydative par la glutamate
dehydrogenase (GDH) dans la mitochondrie. Cette conversion peut également se faire via une
transamination produisant les acides aminés non essentiels, dans la mitochondrie ou le
cytosol, faisant appel a I’ALAT (alanine amino-transferase) ou a GOT (glutamate
oxaloacétique transaminase) aussi appelée AAT (aspartate amino-transferase) (Figure 17).
L’utilisation de ’une ou I’autre de ces voies semble étre dépendant du type de tumeur.
Récemment, il a ét¢ montré que la prolifération de cellules de cancer du pancréas mutées pour
KRAS dépend de la production de glutamate via la voie de transamination de I’aKG (Son et
al., 2013). L’aKG ainsi formé est important comme substrat des dioxygénases comme les
PHD et les histones demethylases mais aussi comme source anaplérotique du TCA des

cellules cancéreuses.
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Figure 17 : Métabolisme de la glutamine dans les cellules cancéreuses.

La glutamine est importée dans la cellule par des transporteurs tel que ASCT2 puis
métabolisée via la glutaminolyse. La glutamine est convertie en glutamate par le glutaminase
(GLS) ou via les enzymes de la synthése des nucléotides. Le glutamate est ensuite converti en
a-ketoglutarate (aKG) par la glutamate dehydrogenase (GDH) ou par des transaminases tel
que I’alanine aminotransferase (ALT). L’aKG alimente le TCA pour la formation de malate
et de NADPH nécessaire aux voies de biosynthéses. L’aKG peut également générer du citrate
via sa décarboxylation par IDH et ainsi alimenter la voie de biosynthése des lipides. (Adapté
de Wise et al. 2008)
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3.2.2. Source anaplérotique du TCA

Il a été¢ montré que la glutamine constitue un substrat essentiel aux cellules tumorales
comme source de carbone anaplérotique du cycle de Krebs (DeBerardinis and Cheng, 2010).
Les cellules cancéreuses qui proliférent rapidement présentent un TCA tronqué. En effet, une
grande majorité du citrate est export¢ de la mitochondrie pour générer de 1’acetylCoA,
précurseur des lipides dans le cytoplasme. Ce flux de métabolites hors du TCA est
contrebalancé par la glutamine qui, via sa conversion en aKG, va étre a ’origine de la
reformation de 1’oxaloacétate (OAA) s’associant a 1’acetylCoA pour reformer du citrate. Dans
les cellules de GBM, il a ét¢ montré que la glutamine est la source principale d’OAA alors
que le glucose est la source principale d’acetylCoA (DeBerardinis et al., 2007). Cette voie est
importante dans les cellules cancéreuses dépendantes de la glutamine puisque la mort induite
par une déplétion en glutamine peut étre réversée par I’apport de pyruvate, d’OAA ou d’aKG
(Wise et al., 2008; Yuneva et al., 2007).

La glutamine peut étre également le précurseur direct du citrate par deux voies
distinctes. Une premicre voie utilise I’OAA, formé a partir de ’aKG, pour reformer du
malate qui est exporté de la mitochondrie puis converti en pyruvate via I’enzyme malique. Ce
pyruvate peut réentrer dans la mitochondrie et étre converti en acetylCoA (Figure 17, voie 1).
La deuxiéme voie implique la décarboxylation de I’aKG via IDH1 dans le cytosol ou IDH2
dans la mitochondrie pour former de I’isocitrate (Figure 17, voie 2). Cette réaction permet a
I’aKG de remonter le TCA dans le sens inverse et d’aboutir a la génération de citrate et ainsi
des lipides (Fendt et al., 2013; Metallo et al., 2012). Cette deuxiéme voie est d’autant plus
importante dans les cellules en hypoxie, puisque la conversion du pyruvate en acetylCoA par
la pyruvate dehydrogenase (PDH) est inhibée, et dans les cellules présentant des
mitochondries défectueuses telles des mutations de la succinate dehydrogenase (SDH) ou de
la fumarate hydratase (FH) retrouvées respectivement dans les paragangliomes et certains

cancers du reins (Mullen et al., 2012; Wise et al., 2011).

3.2.3. Donneur d’azote pour la synthése des nucléotides et acides
amines
En plus de son rdle dans le maintien du TCA, la glutamine joue un rdle dans la
biosynthése des acides aminés non essentiels et des nucléotides. La glutamine lors de sa
conversion en glutamate donne son groupement amide pour la synthése des purines et

pyrimidines. Le glutamate est également le donneur de groupements amines, lors de sa
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transamination en oKG, pour la synthése des acides aminés non essentiels nécessaires a la
synthése des macromolécules. Les a-cétoacides utilisés pour la génération de ces acides
aminés sont le pyruvate, le 3-phosphoglycerate, ’OAA et le glutamate gamma-semialdehyde,

utilisés pour former respectivement, 1’alanine, la sérine, 1’aspartate et 1’ornithine.

3.2.4. Régulateur de ’homéostasie redox

Si I’activation du TCA et de la respiration mitochondriale par le métabolisme de la
glutamine contribue a la production de ROS (Reactive oxygen species), celle-ci est
contrebalancée par 1’augmentation d’antioxydants. L’antioxydant majeur des cellules est le
glutathion dont le précurseur est le glutamate. Le NADPH est requis pour réduire la forme
oxydée du glutathion. La conversion du malate, issu de ’'OAA formé a partir de I’aKG, en
pyruvate permet la synthése de NADPH. La conversion du malate en pyruvate est une voie
prédominante dans les cellules cancéreuses puisqu’il a été montré par exemple, dans les
cellules de glioblastome, que 60% de la glutamine était convertie en lactate et en alanine
(DeBerardinis et al., 2007). A noter qu’outre la production de NADPH, cette voie produit du
lactate qui, comme via la glycolyse aérobie, contribuera a la progression tumorale en tant que

source d’énergie pour les cellules environnantes et a 1’invasion.

Comme la dépendance au glucose, la dépendance des cellules cancéreuses a la
glutamine pourrait étre exploitée en imagerie médicale. Récemment il a été développé un
analogue de la glutamine marqué au fluor 18, le 4-18F-(2S,4R)-fluoroglutamine (‘*F-FGln)
montrant une spécificité d’incorporation par les cellules tumorales de gliomes in vivo dans des
xénogreffes chez la souris. Des premiers tests chez des patients atteints de gliomes montrent
que le ""F-FGIn présente une plus faible incorporation par le tissu sain que le FDG permettant
ainsi une meilleure délimitation de la tumeur (Venneti et al., 2015) (Figure 18). Cependant, ce
traceur est capté par le tissu osseux, limitant son utilisation a des tumeurs non osseuses et n’y

métastasant pas.
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Figure 18 : Utilisation d'un analogue marqué de la glutamine en imagerie médicale chez
les patients atteints de GBM.

La tumeur est délimitée par les fleches rouges. IRM de contraste mettant en évidence la
tumeur d’un patient atteint de GBM (A). PET-scan montrant I’incorporation du '*F-FDG par
la tumeur cérébrale mais également par le tissu sain (B). PET-scan utilisant le '*F-FGIn
montrant une incorporation spécifique par la tumeur (C). Comparaison de 1’incorporation non
spécifique du "*F-FDG (en bleu) et du '*F-FGln (en rouge) par le tissu cérébral sain. (Venneti
etal., 2015)

Si les cellules sont capables d’alterner leurs sources de carbones ou de compenser le
manque d’un nutriment par [’utilisation d’un autre, ’utilisation du glucose ou de la glutamine
par les cellules cancéreuses n’est pas exclusive mais est au contraire finement coordonnée
notamment par les oncogeénes et génes suppresseurs de tumeur. Un exemple parlant est la
capacité de Myc a induire des geénes permettant 1’augmentation de la glycolyse et de la
glutaminolyse. De plus, il a par exemple été montré que la consommation de glutamine était
associée a une activation de la glycolyse. Kaadige et al. ont démontré que la glutamine via la
production d’aKG et le maintien du TCA induit le recrutement d’une HDAC inhibant
I’expression de MandoA, répresseur transcriptionnel de TXNIP (thioredoxin interacting

protein) aboutissant a 1’activation de la glycolyse (Kaadige et al., 2009).

3.3. Contréle des voies métaboliques

Les transporteurs et les enzymes impliqués dans le métabolisme du glucose et de la
glutamine sont sous le controle d’oncogenes, de génes suppresseurs de tumeur ainsi que de

protéines clés des voies de prolifération et de survie (Figure 19).
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Figure 19 : Régulation des voies métaboliques par les oncogénes et les génes
suppresseurs de tumeurs dans les cellules cancéreuses.

Les principales enzymes de la glycolyse, du TCA, de la glutaminolyse et des voies de
biosynthéses sont représentées ainsi que les oncogénes et génes suppresseurs de tumeurs.
(Adapté de Marie and Shinjo 2011)

3.3.1.1. PI3K/AKT
Les cellules cancéreuses présentent trés fréquemment une activation constitutive d’Akt
due a des mutations activatrices de la PI3K ou a la perte d’expression de PTEN. Il a été
montré qu’ Akt stimule I’expression de nombreuses enzymes de la glycolyse aérobie et que les

cellules exprimant Akt sont dépendantes de la glycolyse pour maintenir les voies de
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biosynthése et ainsi leur survie et leur prolifération (Elstrom et al., 2004). Par exemple, Akt
induit ’augmentation d’expression du transporteur au glucose GLUT1 et active la PFK. De
plus, la surexpression d’Akt promeut I’association des HK a la mitochondrie diminuant ainsi
I’apoptose induite par une privation en glucose (Gottlob et al., 2001). La perte de PTEN,
levant I’inhibition d’Akt, stimule la glycolyse et I’induction de son expression peut induire le
shift de la glycolyse vers ’OXPHOS (Blouin et al., 2010; Garcia-Cao et al., 2012). Enfin, Akt
active la voie mTOR (mammalian Target Of Rapamycin 1) impliquée dans de nombreuses
voies métaboliques telles que la synthése de lipides via 1’activation du facteur de transcription
SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein) qui permet la transcription de plusieurs
enzymes impliquées dans la synthése de lipides tels que I’ATP-citrate lyase (ACL) et la fatty
acid synthase (FAS) (Diivel et al., 2010). De plus, mTOR peut supprimer 1’expression de
miR-143 et ainsi permettre ’augmentation de I’expression de HKII (Fang et al., 2012).
mTOR peut étre inhibé en condition de stress énergétique ou d’hypoxie par I’AMPK, protéine
senseur de I’ATP. Cependant les cellules cancéreuses présentent des altérations de la voie

LKB1-AMPK leur permettant de s’adapter au stress métabolique.

33.1.2. c¢-Mye

c-Myc régule la transcription de multiples génes et microRNAs impliqués dans la
prolifération cellulaire mais également dans le métabolisme. En effet, c-Myc permet la
transactivation de genes codant pour des protéines impliquées dans la glycolyse telles que
GLUT, HKII, PFK, GAPDH, la phosphoglycerate kinase, I’enolase ainsi que la LDH (Osthus
et al., 2000; Shim et al., 1997). L’oncogeéne Myc est également impliqué dans le métabolisme
de la glutamine. En effet, il a ét¢ montré une dépendance a la glutamine des cellules
surexprimant Myc (Wise et al., 2008). Celui-ci peut induire 1’expression du transporteur de la
glutamine SLC1AS et de la GLS (Ren et al., 2015; Wise et al., 2008). De plus, c-Myc peut
réguler I’expression de la GLS de maniere post-transcriptionnelle via la répression de miR-

23a et miR-23b permettant I’expression de leur cible la GLS (Gao et al., 2009).

3.3.1.3. pS3
La protéine p53 est un facteur de transcription régulant de nombreuses fonctions
cellulaires comme le cycle cellulaire, I’apoptose, la sénescence et la réparation de I’ADN. Le
geéne codant pour p53 est trés fréquemment muté dans les cancers. De part son role dans le

controle du cycle cellulaire, p53 joue un role trés important dans la réponse au stress
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métabolique. En effet, les cellules mutées pour p53 et privées en glucose ne peuvent pas subir
d’arrét du cycle cellulaire et survivent au stress métabolique. Il a ét¢é montré que p53 inhibe la
glycolyse en réprimant I’expression des transporteurs au glucose et favorise I’OXPHOS
(Schwartzenberg-Bar-Yoseph et al., 2004). De plus, p53 induit I’expression de TIGAR
(TP53-inducible glycolysis and apoptosis regulator), enzyme diminuant ’activit¢ de PFKI.
L’inhibition de la PFK conduit a 1’accumulation de F6P favorisant la redirection du flux
glycolytique vers la voie des pentoses phosphates (Bensaad et al., 2006). p53 inhibe
¢galement la glycolyse via I’activation de PTEN ou bien encore via I’induction de miR-34a,
répresseur de HK et de la G-6Phosphate isomérase (Kim et al., 2013). Récemment, il a été
mis en évidence I’implication de p53 dans I’activation de la glutaminolyse via I’induction de

I’expression de la GLS (Hu et al., 2010).

3.3.1.4. HIF

Le facteur de transcription HIF-1, induit par I’hypoxie, contrdle 1’expression des
transporteurs au glucose et de nombreuses enzymes de la glycolyse comme HKII, PKM?2 et la
LDH. De plus, HIF active la transcription du geéne codant pour la pyruvate dehydrogenase
kinase 1 (PDK1), protéine inhibant la pyruvate dehydrogenase (PDH) et donc la conversion
du pyruvate en acetylCoA (McFate et al., 2008). Cette inhibition de la PDH inhibe
I’OXPHOS et entraine le flux de la glycolyse vers la production de lactate. HIF-1 peut
également activer la transcription de miR-210 connu pour bloquer 1’expression ou I’activité
de certaines enzymes du TCA et des complexes de la chaine respiratoire telle que la SDH

(Chen et al., 2010b; Puisségur et al., 2011).

3.4. Métabolisme des CSCs

Les cellules souches normales présentent un métabolisme plus glycolytique que leurs
progéniteurs plus différenciés. Cependant, de part leur difficulté d’isolement, peu d’études ont
été menées sur le métabolisme des CSCs. Toutefois, étant donné leur similarité aussi bien au
niveau de leur phénotype que de leur environnement de résidence dans des niches
hypoxiques, les CSCs présenteraient un métabolisme similaire aux cellules souches normales.
En effet, le métabolisme est régulé par des geénes du maintien du phénotype souche tel que c-
Myc et par les geénes induits par I’environnement hypoxique ou résident les cellules souches

tel que HIF.

65



Il a été montré que le métabolisme des cellules souches normales repose sur la glycolyse
aérobie avec une surexpression des enzymes de la glycolyse. En effet, il a été mis en évidence
que les ESCs (embryonic stem cells) ou MSCs (mesenchymal stem cells) ont une forte
production de lactate associée a une plus faible respiration mitochondriale que ces mémes
cellules différenciées (Chen et al., 2008; Cho et al., 2006; Prigione et al., 2010). Chung et al.
ont également démontré que le switch de la glycolyse aérobie vers la phosphorylation
oxydative mitochondriale est indispensable a la différenciation des ESCs en cardiomyocytes
(Chung et al., 2007). A I’inverse, un switch de POXPHOS vers la glycolyse est observé
pendant la conversion de cellules différenciées en iPSCs (induced Pluripotent Stem Cells)
(Folmes et al., 2011).

Des ¢tudes récentes d’analyse des profils protéomiques et métaboliques ou
transcriptomiques de CSCs de cancer du sein et de ces mémes cellules différenciées ont
montré que I’induction de la différenciation des CSCs entraine un shift de la glycolyse aérobie
vers I’OXPHOS avec une augmentation de I’expression et de I’activité¢ de la PDH (Ciavardelli
et al., 2014; Feng et al., 2014). Dans le gliome, il a également ét¢ montré que le métabolisme
des CSCs repose sur une forte glycolyse aérobie associée a un faible métabolisme oxydatif
(Mao et al., 2013; Morfouace et al., 2012). Cependant, d’autres études mettent en évidence
des différences dans les profils métaboliques des CSCs dans les gliomes selon leur degré de
différenciation (souche ou progéniteur) et selon le sous-type de la tumeur (Mao et al., 2013;
Vlashi et al., 2011). Ainsi Mao et al. montrent par exemple que le sous type mésenchymal

serait plus glycolytique que le sous type proneural (Mao et al., 2013).

3.5. Modulation du métabolisme et sensibilité a la mort
cellulaire

Les cellules subissant un stress énergétique arrétent leur prolifération et la synthese de

protéines via I’activation de I’AMPK et de p53 et I’inactivation de mTOR (Figure 20).
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Figure 20 : Réponses cellulaires au stress énergétique.

La déplétion en glucose ou I’inhibition de la glycolyse par traitement pharmacologique induit
une diminution d’ATP, un altération de la glycosylation des protéines et un stress oxydatif. La
déplétion en ATP active I’AMPK inactivant mTOR et activant p53. L’activation de I’AMPK
aboutit a I’arrét du cycle cellulaire ou a I’autophagie. Le stress du réticulum endoplasmique et
p53 induisent I’expression des protéines proapoptotiques et la mort cellulaire. (El Mjiyad et
al., 2011)

Cependant, les cellules peuvent mettre en place des mécanismes de survie via I’activation
de ces mémes voies. En effet, un des principaux mécanismes de survie au stress énergétique
est I’autophagie qui est activée par I’inhibition de mTOR. De plus, les cellules cancéreuses
sont capables de compenser I’inhibition d’une voie énergétique par l’augmentation de
I’utilisation d’une autre source d’énergie. Ainsi des cellules privées de glucose pourront
activer la glutaminolyse via p53 ou bien encore la B-oxydation des lipides via I’AMPK pour
alimenter leurs mitochondries. Toutefois, toutes les cellules ne sont pas capables de plasticité
métabolique notamment a cause des mutations inactivant ces voies.

De nombreuses études ont démontré que la déplétion en glucose ou en glutamine induit ou
sensibilise les cellules cancéreuses a la mort. Cibler le métabolisme cellulaire par des
inhibiteurs pharmacologiques semble donc une bonne approche pour induire la mort des
cellules tumorales ou pour potentialiser les effets des traitements existants en luttant contre les
mécanismes de résistance mis en place par ces cellules (Figure 21). De nombreuses études
suggerent que la sensibilité a la mort des cellules cancéreuses et notamment des CSCs passe

par leur différenciation associée a une augmentation de leur métabolisme mitochondrial.
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Figure 21 : Ciblage du métabolisme des cellules cancéreuses.
Exemple d’inhibiteurs de différents transporteurs et enzymes impliqués dans les voies de la
glycolyse et de la glutaminolyse. (Adapté de (Pecqueur et al., 2013))

3.5.1. Ciblage du métabolisme du glucose

3.5.1.1. 2-Deoxyglucose

Le 2-Deoxyglucose (2-DG) est un analogue non-métabolisable du glucose inhibant
la premicre réaction de la glycolyse. Il rentre en compétition avec le glucose pour son import
intracellulaire par les GLUT puis, aprés sa phosphorylation par les HK, il ne peut plus étre
métabolisé via la glycolyse et s’accumule dans la cellule. Il a également ét¢ démontré que le
2-DG est capable d’inhiber la glucose phosphoisomerase et d’interférer avec la glycosylation
des protéines (Kurtoglu et al., 2007; Wick et al., 1957). Le 2-DG induit une diminution de
I’ATP entrainant une diminution de la prolifération, un arrét du cycle cellulaire voire la mort
cellulaire in vitro avec un effet plus important en condition d’hypoxie (Maher et al., 2004). In
vivo, il a ét¢ montré que le 2-DG augmente [’efficacité de différents agents
chimiothérapeutiques dans différents types de xénogreffes chez la souris (Maschek et al.,
2004). Ces résultats ont mené cette molécule en phase d’essai clinique en combinaison avec

des traitements radio- ou chimiothérapeutiques dans plusieurs types de cancer dont le gliome
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pour lequel il a été démontré une augmentation de 1’efficacité de la radiothérapie (Raez et al.,

2013; Singh et al., 2005).

3.5.1.2. Dichloroacétate

Le dichloroacétate (DCA) est une petite molécule inhibant la PDK, enzyme clef
déterminant I’entrée ou non du pyruvate dans la mitochondrie puisqu’elle est capable
d’inhiber la PDH. Le DCA induit donc un shift de la glycolyse aérobie vers I’OXPHOS. Cette
molécule a été initialement utilisée comme traitement de 1’acidose lactique (Stacpoole et al.,
1988). Cependant des études récentes mettent en évidence son role dans 1’induction de la mort
des cellules cancéreuses. En effet, cette molécule en for¢ant I’OXPHOS induit une
repolarisation de la membrane mitochondriale et ainsi une diminution du seuil de
déclenchement de 1’apoptose (Bonnet et al., 2007). De plus, notre laboratoire a montré que le
DCA pouvait sensibiliser les CSCs de gliome a 1’étoposide d’une part via I’induction de leur
différenciation par la séquestration d’Oct4 par PKM?2 dans le cytoplasme et d’autre part via
I’augmentation de I’expression de Bax (Morfouace et al., 2014). Des études précliniques du
DCA ont montré une stabilisation ou une régression de la tumeur chez des patients atteints de
GBM récurrents et il est trés récemment entré en phase I d’essai clinique (Dunbar et al., 2014;

Michelakis et al., 2010).

3.5.1.3. Inhibiteur de la PKM2

La PKM2 est I’isoforme de la pyruvate kinase principalement exprimée par les
cellules cancéreuses et joue un role important dans la croissance tumorale (Christofk et al.,
2008). De nombreuses études montrent que 1’inhibition de I’expression de PKM2 par shRNA
ou par siRNA induit ’apoptose ou sensibilise a la mort induite par des agents radio- ou
chimiothérapeutiques dans différents types de tumeurs in vitro et in vivo (Goldberg and Sharp,
2012; Kim et al., 2015; Meng et al., 2015). De plus, in vivo I’injection de si-PKM?2 induit la
régression de différents types de tumeurs établies dans des modeles de xénogreffes chez la
souris (Goldberg and Sharp, 2012). Des petites molécules inhibitrices de la PKM2 ont été
identifiées et leur efficacité in vitro et in vivo restent a étre établie (Vander Heiden et al.,

2010).
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3.5.14. FXI11 et Oxamate

La LDH est I’enzyme catalysant la derni¢re étape de la glycolyse anaérobie et est
surexprimée dans de nombreux cancers. L’inhibition de son expression ou I’inhibition de son
activité par la molécule FX11 ou par Ioxamate diminue la prolifération et est capable
d’induire ou de sensibiliser a la mort cellulaire dans différents types de tumeur (Fantin et al.,
2006; Le et al., 2010; Xian et al., 2015; Zhou et al., 2010). De plus in vivo, I’inhibition de
I’expression de la LDH inhibe la progression tumorale et les métastases (Fantin et al., 2006;
Le et al., 2010; Sheng et al., 2012). Cet effet peut étre di a la production de ROS induite par
I’augmentation de I’OXPHOS ou par la diminution de la production de lactate et donc de son
utilisation comme source d’énergie par les cellules tumorales et de I’acidification du

microrenvironnement.

3.5.2. Ciblage du métabolisme de la glutamine

3.5.2.1. GPNA et Benzylsérine
Le GPNA (1-8-glutamyl-p-nitroanilide) et la Benzylsérine (BenSer) sont deux
inhibiteurs compétitifs du transporteur a la glutamine SLCI1AS. Ces deux molécules
entrainent la diminution de la prolifération des cellules issues de mélanome, de cancer de la
prostate ou bien encore des poumons (Hassanein et al., 2013; Wang et al., 2014, 2015). In
vivo, l’inhibition de DI’expression d’ASCT2 par shRNA diminue la croissance et le

développement de métastases de tumeurs de la prostate (Wang et al., 2015).

3.5.2.2. L-asparaginase
La L-asparaginase, hydrolysant I’asparagine en acide aspartique et ammonium, est
utilisée dans le traitement des leucémies lymphoblastiques aigues pédiatriques (Abshire et al.,
2000; Grigoryan et al., 2004). Elle permet d’induire 1’apoptose des lymphoblastes puisque
ceux-ci sont incapables de synthétiser efficacement ’asparagine. Cependant il a été montré
qu’en plus d’inhiber la synthése de novo de 1’asparagine, elle induit une déplétion plasmatique
en glutamine chez les patients qui serait responsable de son efficacité thérapeutique (Willems

etal., 2013).
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3.5.2.3. Phenylbutyrate
A T’instar de la L-asparaginase, le phenylbutyrate a montré une diminution des taux
plasmatiques de glutamine (Darmaun et al., 1998). Le phenylbutyrate est métabolis¢ en
phenylacetate qui se conjugue a la glutamine pour former la phenylacetylglutamine et étre
excrété de la cellule. Des données cliniques montrent un effet de cette drogue chez certains
patients atteints de cancer de la prostate et de GBM (Thibault et al., 1994). Cependant, la part
due a la déplétion en glutamine dans I’effet thérapeutique observé est discutée puisque cette

drogue est également connue pour inhiber les histones déacetylases (Bolden et al., 2006).

3.5.24. DON
L’inhibition de la glutaminase, premiere enzyme impliquée dans le métabolisme de
la glutamine, par la DON (6-diazo-5-oxy-norleucine) diminue la croissance tumorale in vitro
et in vivo (Shelton et al., 2010). Cependant cette molécule n’est pas spécifique de la GLS et a

montré d’importants effets secondaires lors de son étude en phase d’essai clinique.

3.5.2.5. BPTES et composé 968

Récemment, deux inhibiteurs sélectifs de la glutaminase ont été¢ développés, le
BPTES (Bis-2-(5-phenylacetamido-1,2,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide) et le composé¢ 968
(benzophenanthridinone 968). 11 a ét¢ montré que [’utilisation du BPTES ralentit la
prolifération des cellules porteuses de la mutation /DH dans le glioblastome et dans les
leucémies myéloides chroniques (Emadi et al., 2014; Seltzer et al., 2010). L’inhibition de la
GLS par le composé 968 inhibe la transformation oncogénique dans le cancer du sein (Wang
et al., 2010b). Dans ce méme modele, le composé 968 peut induire I’apoptose et sensibiliser
aux agents chimiothérapeutiques les cellules de cancer du sein notamment via 1’altération de

certaines histones (Simpson et al., 2012).

3.5.2.6. EGCG
La glutamine dehydrogenase (GDH) permet la conversion du glutamate en aKG.
Récemment il a été¢ montré que ’EGCG, polyphénol le plus abondant du thé vert, peut inhiber
I’activité de cette enzyme de maniére allostérique en se fixant sur son site de liaison GTP (Li
et al.,, 2006). Cependant ce composé connu pour ses effets antioxydants, présente de

nombreux autres effets biologiques. L’EGCG possede des effets antiprolifératifs via la
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modulation de multiples voies de signalisation comme 1’inhibition des voies Erk, Akt, ou Wnt
ou bien encore en inhibant I’activation des récepteurs a ’EGF (Kim et al., 2007; Masuda et
al., 2001; Milligan et al., 2009; Oh et al., 2014). L’EGCG peut également induire I’apoptose
des cellules cancéreuses en modifiant la balance Bax/Bcl-2 par exemple en stabilisant p53 ou
en inhibant la voie NFkB (Hastak et al., 2003). L’EGCG a également montré des effets anti-
invasifs et anti-métastatiques via I’inhibition par exemple de I’expression de métalloprotéases
(Thangapazham et al., 2007). De plus, ’EGCG inhibe I’activité d’enzymes impliquées dans
les régulations épigénétiques comme certaines DNMT et HDAC, et modifie I’expression de

miRNA permettant ainsi la modulation de I’expression génique (Shankar et al., 2013).

L’inhibition des voies énergétiques du glucose et de la glutamine par des inhibiteurs
pharmacologiques a montré une efficacité in vitro voire in vivo dans différents types de
tumeurs et semble étre une stratégie trés prometteuse en clinique. Il existe de nombreux
inhibiteurs de la glycolyse et de la glutaminolyse et la liste présentée ici n’est pas exhaustive.
Des inhibiteurs d’autres voies métaboliques sont également développés comme des
inhibiteurs des voies de biosynthése des lipides. De plus, certaines cellules tumorales ont un
métabolisme reposant sur ’OXPHOS et des agents ciblant la chaine respiratoire sont
également étudiés comme le VLX600 inhibant certains complexes de I’ETC ou la tigecycline
inhibant les ribosomes mitochondriaux (Skrti¢ et al., 2011; Zhang et al., 2014). Il est
¢galement possible de combiner des inhibiteurs de différentes voies métaboliques pour lutter
contre les mécanismes de compensation métaboliques qui peuvent étre mis en place et ainsi

potentialiser I’effet des drogues.
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II. Objectifs de la these

Les glioblastomes sont des tumeurs trés agressives avec une médiane de survie des
patients tres faible. Les traitements actuels n’ont que trés peu évolué ces dernicres années et
restent inefficaces. Les travaux de ce projet de thése visant a mieux comprendre les
mécanismes de résistance a la mort et a développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ont

émergés suite a différents constats :

- Des mutations de différents genes codant pour des enzymes du métabolisme sont
retrouvées dans différents cancers et jouent un role dans la progression tumorale. Notamment,
des mutations de 1’isocitrate déshydrogénase (IDH) ont été¢ récemment mises en évidence

chez les patients atteints de GBM et seraient associées a un bon pronostic vital en clinique.

- Les cellules cancéreuses présentent un métabolisme particulier les différenciant des
cellules normales et contribuant a leur prolifération rapide. En plus de I’augmentation de la
glycolyse aérobie, la dépendance a la glutamine est une modification caractéristique du

métabolisme des cellules cancéreuses offrant de nouvelles cibles thérapeutiques.

- L’hétérogénéité inter-tumorale des GBM d’un point de vue moléculaire, associée a la
présence et au role des cellules souches cancéreuses dans la résistance des tumeurs aux

traitements ajoute une difficulté dans la prise en charge thérapeutique des patients.
Ainsi ce projet de these s’est orienté vers trois axes d’études :

- Une premicre partie de ces travaux de theése s’est intéressée a I’implication de la
mutation d’IDH et de son oncométabolite, le D-2Hydroxyglutarate, sur la prolifération et la
sensibilité¢ a la mort cellulaire de lignées de GBM. Ces travaux ont été publiés dans Cell

Death and Disease en 2015. (Article I)

- Une deuxieme partie du projet de thése s’est, dans un premier temps, consacrée a la
caractérisation du métabolisme de différentes lignées cellulaires de GBM. L’impact de
I’inhibition de la glutaminolyse par I’EGCG, inhibiteur de la GDH, sur la prolifération et la
mort cellulaire de ces lignées ainsi que sur les voies de signalisations associées a ensuite été

évaluée. (Article II, en cours d’écriture)
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- Une troisieme partie du projet s’est focalisée sur la caractérisation de plusieurs
primocultures issues de patients atteints de GBM. Ces primocultures sont cultivées dans des
conditions permettant le maintien de I’hétérogénéité tumorale d’un point de vue cellulaire et
moléculaire. L’objectif était de caractériser ces primocultures de part leur niveau d’expression
des marqueurs souches et de différenciation, de sensibilité a la mort et de métabolisme afin de
mettre en évidence des différences pouvant €tre ciblées d’un point de vue thérapeutique.

(Article III, en préparation)
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III. Résultats

1. Impact de la mutation IDH et de son oncométabolite le D-2-
hydroxyglutarate (D-2HG) sur la sensibilité a la mort cellulaire

Des altérations du métabolisme impliquées dans la tumorigénicité ont été mises en
évidence avec la découverte de mutations de génes codant pour différentes enzymes du
métabolisme associées a des cancers. Parmi elles, des mutations de I’isocitrate dehydrogenase
(IDH), ont été mises en évidence dans plus de 75% des gliomes de grade II et III et des GBM
(Dang et al., 2010). Cette mutation a également été retrouvée dans 20% des AML puis dans le
cancer de la thyroide et les chondrosarcomes (Amary et al., 2011; Dang et al., 2010; Murugan
et al., 2010). Sur les trois isoformes d'IDH, des mutations ont été retrouvées sur les deux
ayant pour coenzyme le NADPH (Parsons et al., 2008). L’enzyme IDH -catalyse la
carboxylation oxydative de I’isocitrate en a-ketoglutarate (aKG) et sa mutation lui confere
une nouvelle activit¢ enzymatique produisant du D-2-hydroxyglutarate (D-2HG) via la
réduction NADPH-dépendante de I’aKG (Dang et al., 2009). La part des effets dus a
I’accumulation de D-2HG, a la diminution du pool d’aKG ou a la diminution du pool de
NADPH, sur la sensibilité a la mort cellulaire est actuellement discutée. En effet, si I’aKG est
nécessaire au maintien du TCA, il joue également un role dans les régulations épigénétiques
en tant que substrat par exemple des prolylhydroxylases et des enzymes impliquées dans la
méthylation des histones et de ’ADN. Le D-2HG, de part sa similarité structurelle avec
I’aKG, peut inhiber de nombreuses dioxygénases dépendantes de I’aKG. Enfin, le NADPH
est impliqué dans les voies de biosynthese et de régulation du niveau de ROS.

Les mutations d’/DH seraient associées a un meilleur pronostic des patients atteints de
gliome de grade III ou de GBM. Cependant, cette mutation est retrouvée dans les gliomes de
grade II et III sans autre altération génétique classiquement retrouvée de manicre précoce au
cours de la progression tumorale, suggérant que les mutations d’/DH apparaissent trés tot
dans la gliomagénése et joueraient un role dans la tumorigénicité. L’implication de la
mutation dans la tumorigénese et sa corrélation a un bon pronostic sont des points encore mal

compris. De plus, plusieurs études in vitro étudiant I'impact de la mutation /DH sur la
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prolifération et la sensibilité a la mort cellulaire ont montré des résultats opposés. Nous avons

voulu déterminer quels étaient le réle et I’implication respectifs de la mutation /DH et du D-

2HG sur la sensibilité a la mort des cellules de GBM.

Principaux résultats :

La mutation /DH confére un avantage prolifératif aux cellules de GBM qui peut étre
mimé par le D-2HG

La mutation /DH augmente la résistance a la mort cellulaire induite par 1’étoposide

Le D-2HG n’est pas impliqué dans la résistance a la mort cellulaire des cellules
mutées pour IDH

La résistance a la mort des cellules mutées pour /DH est due a une diminution du pool

mitochondrial de NADH
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D-2-Hydroxyglutarate does not mimic all the IDH
mutation effects, in particular the reduced etoposide-
triggered apoptosis mediated by an alteration in
mitochondrial NADH

K Oizel'? C Gratas"*3, A Nadaradjane'?, L Oliver>*, FM Vallette** and C Pecqueur*'2

Somatic mutations in isocitrate dehydrogenase (IDH)-1 and -2 have recently been described in glioma. This mutation leads to a
neomorphic enzymatic activity as the conversion of isocitrate to alpha ketoglutarate («KG) is replaced by the conversion of «KG
to D-2-hydroxyglutarate (D-2HG) with NADPH oxidation. It has been suggested that this oncometabolite D-2HG via inhibition of
aKG-dioxygenases is involved in multiple functions such as epigenetic modifications or hypoxia responses. The present study
is aimed at deciphering how the mutant IDH can affect cancer pathogenesis, in particular with respect to its associated
oncometabolite D-2HG. We show that the overexpression of mutant IDH in glioma cells or treatment with D-2HG triggered an
increase in cell proliferation. However, although mutant IDH reduced cell sensitivity to the apoptotic inducer etoposide, D-2HG
exhibited no effect on apoptosis. Instead, we found that the apoptotic effect was mediated through the mitochondrial NADH
pool reduction and could be inhibited by oxamate. These data show that besides D-2HG production, mutant IDH affects other
crucial metabolite pools. These observations lead to a better understanding of the biology of IDH mutations in gliomas and their

response to therapy.

Cell Death and Disease (2015) 6, e1704; doi:10.1038/cddis.2015.13; published online 26 March 2015

Gliomas are the most common type of human brain tumors
and can be classified based on clinical and pathological
criteria in four grades. The grade IV glioma, commonly known
as glioblastoma multiforme (GBM), is the most invasive form
and has a dismal prognosis with <5% patient survival at 5
years. These GBM can develop de novo (primary GBM) or
through the progression from low-grade tumors (secondary
GBM). Although these two types of GBM are histologically
similar, primary and secondary GBM exhibit distinct genetic
patterns. A recent integrated genome analysis of human GBM
shows that 12% of these tumors have a mutation in the gene
encoding isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) and to a lesser
extent in IDH2 gene.' This mutation is present in >90%
secondary GBMs, whereas it is present in <5% primary
GBMs.? Mutations in IDH1 and IDH2 have also been identified
in acute myeloid leukemia (AML)® and chondrosarcomas.*
The occurrence of IDH mutations predicts a significantly
longer survival for patients affected by GBM or grade llI
gliomas."? Whether this difference is driven by IDH mutations
or reflects other fundamental biological differences between
primary and secondary GBM is, as yet, unclear. For example,
the prognostic significance of IDH mutations may be
secondary to their prevalence among younger patients, as
age is a well-known prognostic factor in gliomas.® In AML, the
prognostic significance of IDH mutations is more ambiguous.

Several studies have reported that IDH mutations do not affect
the prognosis in AML, whereas other studies have found that
IDH mutations are associated with an increased or decreased
risk of relapse when compared with IDH wild-type patients.®”

The human genome has five IDH genes coding for three
different IDH isoforms, the activities of which depend on either
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) for IDH3 or
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP+) for
IDH1 and IDH2. Both IDH2 and IDH3 are located in the
mitochondria where they participate in the TCA cycle,
whereas IDH1 is mostly cytosolic.® To date, all reported
mutations are located in the IDH1 and IDH2 genes and result
in an amino-acid substitution at residues located in the
enzymatic active site, respectively, R132 for IDH1 and R140
or R172 for IDH2. This mutation disrupts the normal enzymatic
function of IDH, that is, the conversion of isocitrate to alpha
ketoglutarate (aKG) with the concomitant production of
NADPH. Instead, mutant IDH displays a neomorphic activity
converting aKG into D-2-hydroxyglutarate (D-2HG), although
reducing NADPH.® As a result, mutant IDH may alter the redox
state of cells, modulate the activity of metabolic and epigenetic
tumor suppressor enzymes that use aKG as a co-substrate.™
Loss of IDH function may also alter normal mitochondrial
function and promote a metabolic switch in cancer cells to
glycolysis.'"12

'CRCNA - INSERM UMR 892 - CNRS UMR 6299, Nantes F44007, France; 2Faculté de Médecine, Université de Nantes, Nantes F44007, France; *Centre Hospitalier-
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Abbreviations: oKG, alpha ketoglutarate; AAT, aspartate aminotransferase; D-2HG, D-2-hydroxyglutarate; ECAR, extracellular acidification rate; ETC, electron
transport chain; ETO, etoposide; GBM, glioblastoma multiforme; Gin, glutamine; Glu, glutamate; IDH, isocitrate dehydrogenase; OCR, oxygen consumption rate
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Mutant IDH is widely believed to have the ability to transform
cells by modulating aKG-dependent enzymes. D-2HG and
aKG are structurally similar suggesting that D-2HG may
act as a competitive inhibitor of aKG-dioxygenases including
prolyl hydroxylase involved in HIF-1a stability, histone
demethylases and the Ten-Eleven Translocation (TET) family
of 5-methylcytosine hydroxylases involved in epigenetic
modifications of DNA.'®'* In fact, IDH mutations lead to
numerous metabolic abnormalities besides D-2HG produc-
tion. Deciphering the relative importance of either D-2HG
production, aKG or NADPH reduction in cancer pathogenesis
remains to be determined. In this paper, we show that mutant
IDH increases cell proliferation and reduces etoposide (ETO)-
induced cell death through different metabolic pathways.
Although cell proliferation changes are mediated through
D-2HG, alteration in the mitochondrial NADH pool is involved
in the response to apoptosis.

Results

Glioma cell lines overexpressing IDH1%'32 exhibit reduced
NADP production and increased cell proliferation. To date,
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Figure 1

the lack of mutant IDH glioma cell lines has been an issue in
the study of the pathogenic role of IDH mutations. To address
this, we stably transfected a human glioma cell line, U251, with
vectors encoding the wild-type or the mutant form of IDH1
(IDH1R"32; Figure 1a). IDH1 was detected by western blot in
cytoplasmic lysate. In order to determine whether IDH1%132
overexpression was associated with the neomorphic enzymatic
activity, the NADPH level was measured in these cells
(Figure 1b). As expected, lysate from IDH1-overexpressing
cells exhibited higher levels of IDH activity as compared with
IDH17132_ Note that the level of NADPH detected in control
cells was similar to the level observed in mutant IDH-
expressing cells. Addition of either aKG or D-2HG to the
cell medium did not affect the total cellular NADPH
level (Figure 1c). In order to study how these mutations can
affect cancer pathogenesis, cell proliferation and cell death
response to different stimuli were measured. An increased
proliferation and an increased ability to form colonies when
cells were plated at very low density were detected in cells
overexpressing IDH17'32 (Figures 1d and e). To determine
whether D-2HG had a role in this increased proliferation,
cells were cultured for 6 days in the presence of aKG,
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(a) Expression of wild-type or mutant IDH1 isoforms in stable overexpressing cells was confirmed by immunoblotting using whole lysates (40 pg). Actin was used as

a loading control. (b) IDH activity of cells overexpressing wild-type or mutant IDH1 isoforms. Cells (1 x 10°) were plated, lysed the next day and subsequently assayed for their IDH
activity. (¢) NADPH production in cells treated for 6 days with aKG (3 mM) or D-2HG (3 mM) as in b. (d) Proliferation of wild-type and mutant IDH1-overexpressing cells. Cells
were plated at 1x 10° cells and counted 3 and 7 days later using trypan blue staining. (€) The ability of forming colonies of wild-type and mutant IDH1-overexpressing cells. Cells
were plated at 500 cells per well then fixed and stained with violet crystal 1 week later. (f) Proliferation of cells treated with aKG (3 mM), dimethyl-aKG (3 mM) and HG (3 mM).
Cells were plated at 1x10° cells and counted 5 and 10 days later using trypan blue staining. Results are expressed as the mean + S.E.M. of three expetiments performed in
triplicate. V, empty vector expressing cells; IDH1, wild-type IDH1-expressing cells; R132, IDH17'%2.expressing cells transfected. **P<0.01 and **P<0.001
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a cell-permeant form of aKG, dimethyl aKG (dmKG) or D-2HG.
As expected, aKG and dmKG had no effect on cell
proliferation, whereas, similar to the overexpression of
IDH1R'%2 D-2HG increased significantly cell proliferation
compared with the control or cells treated with the different
forms of aKG (Figure 1f).

IDH1"'32 reduces ETO-induced apoptosis. Cell death was
measured at different time points after irradiation (5 Gy), ETO
(50 ug/ml), TRAIL (50 ng/ml), FasL (60ng/ml) or cisplatin
(15 ug/ml) treatment in U251 cells. All treatments were
associated with a significant death and activation of
caspase-3 (Table 1). However, the optimal time point of
cell death induction varied from 6 h with TRAIL to 24 h with
ETO, Cisplatin, and FASL treatments, and to 72h with
irradiation. Next, sensitivity to cell death was analyzed in
IDH1- and IDH1R"®2.overexpressing cells. For most treat-
ments, overexpression of IDH17%2 did not affect caspase-3
activity (Figure 2a). However, although addition of ETO
caused a high caspase-3 activation in control and wild-type
IDH1-overexpressing cells, activation of caspase-3 was
significantly reduced in IDH17"®2.overexpressing cells.
These results were confirmed by FACs analysis, which
showed that the percentage of propidium iodide-stained cells
after ETO exposure was lower in IDH1732 cells compared
with the control and IDH1 cells (Figure 2b). During apoptosis,
the integrity of the mitochondrial outer membrane is
compromised, a process called mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP). In order to determine whether
IDH1 or IDH1R"32 expression was affecting the MOMP, we
measured the mitochondrial membrane potential AYm in our
cells using JC-1 staining. AYm was reduced in a time-
dependent manner after ETO exposure as indicated by the
decrease of the red/green ratio (Figure 2c). Of note, the
median of healthy cells red fluorescence was significantly
higher in IDH17"32 cells compared with IDH1 cells (845 + 75

D-2HG does not fully mimic IDH mutation
K Oizel et al

versus 655 +56; n=6; P<0.05), suggesting a mitochondrial
hyperpolarization of IDH17'32 cells. Sensitivity to ETO was
then tested in other glioma cell lines overexpressing either
IDH1 or IDH17"32 LN18 and T98 (Figures 2d and e). In both
cells lines, IDH1R'32 overexpression was associated with
reduced ETO-induced cell apoptosis.

Mutant IDH2 decreases sensitivity to ETO but D-2HG has
no effect. To determine whether mutant IDH2 triggered
similar effects on cell death, U251 cells were transfected with
vector, IDH2, IDH2R14% and IDH2R172. Western blot analysis
showed that IDH2 proteins were expressed in the mitochondria
and not in the cytosol (Figure 3a). Similarly to IDH17'32
mutant IDH2-expressing cells exhibited decreased NADPH
consumption corresponding to its neomorphic activity
(Figure 3b). Interestingly, caspase-3 activation following
ETO treatment was also significantly reduced (Figure 3c).
Altogether, these results showed that all mutants IDH,
independently of their respective subcellular localization,
reduced ETO-induced cell death.

To determine whether D-2HG could be involved in this
phenotype, U251 cells were treated with 3mM or 10 mM of
D-2HG for 6 days before ETO treatment. However, none of the
pretreatments affected ETO-induced apoptosis (Figure 3d and
data not shown). Thus, D-2HG does not fully recapitulate the
mutant IDH phenotypes as exogenous D-2HG is able to
increase cell proliferation but does not affect cell sensitivity
to ETO.

Reduced mitochondrial spare capacity with IDH1732 put
not with D-2HG. To better understand how IDH17'%2 affects
apoptosis, several parameters were analyzed. IDH mutation
can alter protein expression through epigenetic modifications,
redox homeostasis and metabolism of glucose, glutamine
(GIn) and fatty acids. As an aberrant methylation status of
Bax and Bcl2 has been shown to be associated with

Table 1 Cell death was monitored in U251 after irradiation (5 Gy), ETO (50 ug/ml), TRAIL (50 ng/ml), FasL (60 ng/ml) or cisplatin (15 ug/ml) treatment after 5, 24, 48
and 72 h by FACS analysis using propidium iodide incorporation and caspase-3 activation

w

CTR 6h 24h 48 h 72h

Etoposide

% Dead cells 2.6+0.8 (n=3) NA 28+2(n=4) 28+3 (n=4) NA

DEVDase activity 3.3+0.3 (n=3) 37+11 (n=4) 204 +18 (n=4) 128 +11 (n=4) NA
Irradiation

% Dead cells 2.6+0.8 (n=3) NA 6+2(n=3) 8+1(n=3) 15+1 (n=5)

DEVDase activity 3.3+0.3 (n=3) NA 65+25 (n=3) NA 143+13 (n=5)
TRAIL

% Dead cells 2.6+0.8 (n=3) 22+3(n=4) 6.4+1(n=3) NA NA

DEVDase activity 3.3+0.3(n=3) 107 +3 (n=4) 7+0.3(n=3) NA NA
FASL

% Dead cells 2.6+0.8 (n=3) 10+1(n=3) 20+3 (n=3) NA NA

DEVDase activity 3.3+0.3 (n=3) 38+8 (n=3) 115+3 (n=3) 51+13(n=3) NA
Cisplatin

% Dead cells 2.6+0.8 (n=3) NA 16+2 (n=3) NA NA

DEVDase activity 3.3+0.3 (n=3) NA 139+ 18 (n=3) NA NA

Abbreviation: NA, not applicable

Apoptosis was measured through caspase-3 activation

Cell Death and Disease
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Figure2 (a) Caspase 3 activation was determined with DEVDase activity assay in stable transfected U251 cells expressing empty vector, wild-type and mutant IDH1 isoforms
after induction of apoptosis. Cells were plated at 5 x 10° cells and treated the next day with different inducers of cell apoptosis. Cellular extracts were prepared from untreated cells
(CTR), 5 h after treatment with TRAIL (50 ng/ml), 24 h after ETO (50 pg/ml), FASL (60ng/ml) or cisplatin (CIS) (15 ug/ml) and 72 h after y-irradiation (IRR; 5 Gy). (b) The number
of dead cells 24 h after ETO (50 ng/ml) treatment was determined by FACS. Cells were incubated 5 min with propidium iodide (1 .g/ml) and analyzed by FACS. (c) The
mitochondrial membrane potential was determined by FACS after ETO (50 p.g/ml) treatment at different time points. Cells were incubated 15 min with JC-1 probe and analyzed by
FACS. (d and e) Caspase 3 activation after 24 h ETO (50 ug/ml) exposure was determined with DEVDase activity assay, respectively, in wild-type and mutant IDH1-
overexpressing LN18 and T98 cells. Results are expressed relative to wild-type IDH1-expressing cells. Results are expressed as the mean + S.E.M. of three experiments
performed in triplicate. V, empty vector expressing cells; IDH1, wild-type IDH1-expressing cells; R132, IDH1R"®-expressing cells transfected. *P<0.05, *P<0.01 and

**P.<0,001
L O Vi
a G o W b c d
S
& *
3| 6 - Z 150 — _ 800
= =) > %k =
> | Actin = s 2z 600 4
= _ = 2 4+ 22 100 - =
z z 2 3 8 400
2 | wn2 -'., g 24 2 & 54 g
g = 2E > 200 4
- -] — o o] = O =
& —o0- = 0 - 0 -
= Q W » AV D AV YN AV &Q‘ (<)
N FEE F&E oy
CTR ETO

Figure 3 (a) Expression of wild-type (IDH2) or mutant IDH2 (R140 and R172) isoforms in stable overexpressing U251 cells was confirmed by immunoblotting using whole
lysates (40 ug) or purified mitochondria. Actin and porin were used as a loading control, respectively, for whole lysates and mitochondria. (b) IDH activity in cells overexpressing
wild-type or mutant IDH2 isoforms. Cells (1 x 10°) were plated, lysed the next day and subsequently assayed for their ability to generate NADPH. (c) Caspase 3 activation was
determined with DEVDase activity assay in stable U251 cells expressing wild-type and mutant IDH2 isoforms after 24 h ETO (50 n.g/ml) exposure. Results are expressed relative
to wild-type IDH2-expressing cells. (d) Caspase 3 activation was determined with DEVDase activity assay after 24 h ETO (50 p.g/ml) exposure in U251 cells treated with D-2HG
(3mM) for 6 days. Results are expressed as the mean + S.E.M. of three experiments performed in triplicate. V, empty vector expressing cells; IDH2, wild-type IDH2-expressing
cells; R140, IDH1™"“C_expressing cells transfected; R172, IDH1™'"2-expressing cells transfected. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001

apoptosis escape,'® expression of these proteins, as well as either control or ETO-treated cells. Expression of Bax and
BclXL, XIAP, truncated BID (tBID) and survivin, was analyzed Bcl2 increased upon ETO treatment but to the same extent in
by western blot (Figure 4a). However, neither IDH17'32 nor  vector, IDH1- and IDH1®'%2.expressing cells. Of note, a
wild-type IDH1 expression affected protein expression of similar pattern of expression of Bax and Bcl2 was observed in
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Figure 4 (a) Expression of proteins involved in apoptosis in U251 cells expressing empty vector, wild-type and mutant IDH1 isoforms. Whole lysates of cells were isolated
24 h after vehicule (V) or etoposide (ETO) treatment and analyzed (40 ng) by immunoblotting with the indicated antibodies (left panel). Actin was used as a loading control.
(b) ROS production was measured using the DCFDA probe. U251 cells expressing empty vector, wild-type and mutant IDH1 isoforms were seeded at 2.5 x 10* cells then incubated
with the DCFDA probe. Fluorescence was measured at 538 nm every 3 min for 75 min and the slope corresponding to ROS production was calculated. (¢) Oxygen consumption
rate (OCR) of stable cells expressing empty vector, wild-type and mutant IDH1 isoforms was measured over time. Cells (4 x 10%) were plated and OCR was measured 24 h later
by a XF24 Analyzer (Seahorse Bioscience). Mitochondrial inhibitors (oligomycin(a), CCCP(b), and rotenone and antimycin A(c)) were added as indicated with arrows. (d) Basal
oxygen consumption was determined by measuring OCR as in ¢ removing the non-mitochondrial oxygen consumption (OCR upon rotenone and antimycin A treatment). (e) The
respiratory reserve of U251 cells expressing empty vector, wild-type and mutant IDH1 isoforms was measured by a XF24 Analyzer (Seahorse Bioscience). The respiratory
reserve was determined as the difference between maximal OCR and basal OCR. (f) NADH production of cells expressing wild-type or mutant IDH1 isoforms. Cells (1 x 10%) were
plated, lysed the next day and subsequently assayed for their ability to produce NADH. Results are expressed as the mean + S.E.M. of three experiments performed in triplicate

cells treated with aKG or D-2HG before ETO (Supplementary
Figure S1). As ROS and mitochondria have an important role
in apoptosis, we then measured ROS production using the
DCFDA probe and cell metabolism using the XF24 analyzer.
Cellular ROS were not affected by either wild-type or
IDH1R132 overexpression as shown in Figure 4b. Of note,
ROS production was increased with rotenone, an inhibitor of
the mitochondrial complex | able to induce mitochondrial
ROS production, and decreased with EGCG, a polyphenol
compound known for its antioxidant effect (Supplementary
Figure S2). Interestingly, overexpression of IDH17'%2 and
IDH2R'72 was associated with a slight but significant
decreased in mitochondrial oxygen consumption rate (OCR)
(Figures 4c and d, Supplementary Figure S3A). In addition to
the basal OCR, maximal consumption rate, spare capacity
and coupling efficiency were calculated from the recordings
of the OCR following addition of different mitochondrial
inhibitors (Figure 4c). Oligomycin is an inhibitor of ATP
synthase and can be used to determine mitochondrial
coupling efficiency, the efficiency with which mitochondria
convert oxygen into ATP. CCCP, an uncoupler of
mitochondrial oxidative phosphorylation raises OCR to its
maximal rate, which allows the calculation of the respiratory
reserve. Finally, rotenone and antimycin A, respectively,
inhibits the complex | and complex lll, which allows the

determination of the non-mitochondrial oxygen consumption.
Interestingly, a reduced respiratory reserve was observed in
cells overexpressing IDH17'32 (Figure 4e) or IDH2R'72
(Supplementary Figure S3B). To determine which complex
was involved in the decreased respiratory reserve, OCR was
recorded after sequential addition of rotenone and antimycin
A. Complex | activity (left panel) contributed for 90% of
total OCR, whereas complex Il (right panel) contributed for
only 10% (Supplementary Figure S4). Mutant IDH did not
change the respective contribution of these complexes
to mitochondrial respiration. Taken into account that the
majority of the electrons entering the electron transport chain
(ETC) are doing so at the level of complex | through oxidation
of NADH, the decreased mitochondrial respiratory reserve
triggered by mutant IDH reflects probably a reduction
of the NADH mitochondrial pool. In order to confirm this
hypothesis, NADH level was measured in our cells
(Figure 4f). Indeed, NADH level was decreased in IDH17132
cells compared with IDH1 cells.

No difference was observed in the coupling efficiency
between ETC activity and ATP synthesis or in glycolysis
as reflected by the extracellular acidification rate (ECAR;
Supplementary Figure S5). We then assessed the
mitochondrial OCR of cells treated with aKG or D-2HG
for 6 days. The addition of aKG significantly increased both

o
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the basal and the respiratory reserve, which is not surprising as
this metabolite directly fuels the TCA cycle (Figures 5a and b).
However, D-2HG affected neither the basal OCR nor
the respiratory reserve. Glycolysis was not affected by
D-2HG (data not shown).

Oxamate prevents reduction of both the respiratory
reserve and ETO-induced apoptosis triggered by IDH1%132,
Oxamate is a known inhibitor of lactate dehydrogenase. In
order to determine whether forcing the cell into oxidative

phosphorylation could affect the sensitivity to apoptosis after
ETO treatment, cells were exposed to oxamate (3mM for
3 days) before metabolic analysis or ETO treatment. Surprisingly,
lactate dehydrogenase (LDH) activity was not inhibited by
oxamate as shown in Figures 6a and b. Furthermore, although
oxamate did not affect basal OCR or the respiratory reserve of
vector and IDH1-overexpressing cells, the reduction in both
basal OCR and the respiratory reserve observed in over-
expressing IDH17'%2 cells was restored by oxamate (Figures
6c and d). ETO-induced apoptosis was then evaluated in the
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Figure 5 OCR (a) and mitochondrial respiratory reserve (b) were measured respectively as in Figure 4 in cells treated or not with 5 mM aKG or D-2HG for 5 days. Results are
expressed as the mean + S.E.M. of three experiments performed in triplicate. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001
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Figure 6 Lactate deshydrogenase activity (a) and lactate production (b) of U251 cells expressing IDH1 isoforms. Cells were treated or not with 3 mM oxamate (OX) for 48 h.
(c) Basal oxygen consumption was determined by measuring OCR as in Figure 4c in cells expressing IDH1 isoforms treated or not with 3mM oxamate for 7 days.
(d) Mitochondrial respiratory reserve was determined as in Figure 4e in cells treated or not with 3 mM oxamate for 7 days. (e) Caspase 3 activation was determined using a
DEVDase activity assay 24 h after ETO-induced apoptosis in U251 cells treated or not for 7 days with 3 mM oxamate. (f) The number of dead cells was measured 24 h after a
concomitant treatment with CCCP (1 M) or malate (3 mM) and ETO (50 pg/ml). The number of dead cells was determined by FACS after propidium iodide (1 zg/ml) staining.
Results are expressed as the mean + S.E.M. of three experiments performed in triplicate
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acid cycle

presence of oxamate. Interestingly, caspase-3 activation
was not modified with oxamate after ETO treatment in
IDH1-overexpressing cells (Figure 6e). However, the sensitivity
of IDH1R32 cells to ETO in the presence of oxamate was
comparable to that of IDH1 cells (Figure 6e). Altogether, these
results strongly suggest that resistance to ETO-induced
apoptosis is associated with a depleted mitochondrial NADH
pool triggered by mutant IDH expression. In order to determine
whether the mitochondrial NADH level can affect cell sensitivity
to ETO, U251 cells were treated concomitantly with either
CCCP (1pM) or malate (5 mM) and ETO and cell death was
analyzed 24 h later. Indeed, although addition of CCCP was
associated with reduced cell death, addition of malate led to
increased cell death (Figure 6f).

Discussion

One of the main consequences triggered by tumor-associated
IDH mutations is D-2HG accumulation as mutant IDH leads
to the synthesis of D-2HG instead of aKG.® In this paper,
we show that mutant IDH overexpression increases cell
proliferation of glioma cells and reduces ETO-induced
apoptosis. Although the metabolite D-2HG is involved in the
proliferation phenotype, its potential role is excluded for
the latter phenotype on cell death. This is the first study
showing that D-2HG does not fully recapitulate the IDH
mutation phenotype.

The oncogenic potential of D-2HG has been extensively
studied since the discovery of IDH mutations. In fact, D-2HG
and aKG are structurally similar, suggesting that D-2HG may
act as a competitive inhibitor of a number of aKG-
dioxygenases. This hypothesis has been confirmed in vitro
as the addition of D-2HG to cells causes the inhibition of
multiple aKG-dioxygenases."* Epigenetic profiling of AML and
glioma patient cohorts show that IDH mutations trigger a
global DNA hypermethylation.'®'” Several studies have shown

that D-2HG is sufficient to disrupt TET2 function and impair
histone demethylation.'"'3'® |n addition, this metabolite
impacts a number of cellular processes such as increasing
cell proliferation and blocking cell differentiation.’®'® In
agreement with these reports, we show an increase in cell
proliferation at both low and high densities with either mutant
IDH or D-2HG treatment. However, other groups®® have
shown reduced growth with overexpression mutant IDH,
generally associated with increased oxidative stress. These
data suggest that metabolic abnormalities associated with
mutant IDH are cell type specific.

IDH mutations cause many other metabolic abnormalities
besides D-2HG accumulation.?' Cells expressing mutant IDH
exhibit decreased NADPH because of the lack of conversion
of isocitrate to aKG and also because of the consumption
of NADPH in the conversion of aKG to D-2HG. NADPH serves
as an electron carrier for the maintenance of redox home-
ostasis and reductive biosynthesis with separate cytosolic and
mitochondrial pools. Thus, mutant IDH may lead to increased
intracellular ROS oxidation. However, in our cell model,
we show that mutant IDH does not affect the total cellular
ROS nor affect superoxide dismutase 2 and catalase
expression (data not shown). Studies by Leonardi et al.'’
have indicated that mutant IDH may compromise the ability
of this enzyme to catalyze the GiIn-dependent reductive
carboxylation reaction. This pathway can be stimulated by
a perturbation in the redox ratio. However, our mutant IDH
cells show no selective sensitivity to GIn metabolism inhibitors
such as EGCG and BPTES (Supplementary Figure S6).
In our model, oxidative stress is not increased with the
overexpression of mutants IDH, which could explain why there
was no increase in GIn dependency in our glioma cell lines.

Several studies have been published showing opposite
effects of mutant IDH on cell death. We show that mutant IDH
increases the resistance of gliomas to specific cell death
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stimuli. Our results are in agreement with the data published
by the group of Park, showing an increased sensitivity to
radiation in different cell types when IDH1 or IDH2 is
silenced.?>2%> However, other studies show increased cell
sensitivity to cell death when mutant IDH is overexpressed, in
particular in ROS-mediated cell death such as radiation-2° or
BCNU-induced cell death.?” However, these cells are addicted
to glutaminolysis contrary to the glioma cell lines used in our
study. This difference in metabolism could explain the
discrepancy observed in cell death sensitivity between the
different cell lines. Another explanation for these opposing
results could be the specific genetic background of the
different cell types, in particular the expressed forms of p53
and EGFR, the methylation status of MGMT and the presence
or not of PTEN. This raises the possibility that, in general, the
phenotype associated with mutant IDH may be restricted to
some cell lines. Mutant IDH may also increase the resistance
of gliomas to specific cell death stimuli. Resistance to
apoptosis by IDH17'32 provides a rationale for the high
frequency of IDH17"32 in secondary GBM.

Interestingly, our data show that both mutant IDH1 and
mutant IDH2 that, respectively, are expressed in cytosol and
mitochondria, lead to decreased mitochondrial respiratory
reserve. Numerous studies have shown that IDH mutants
use aKG as a substrate to produce D-2HG instead of
producing it. This drain of aKG must be balanced to some
extent by the cells. There are two ways of converting
glutamate (Glu) into aKG, either by deamination through
glutamate dehydrogenase (GDH) or by transamination
through aspartate aminotransferase (AAT).28 Usually, AAT
functions in tandem with the malate dehydrogenase (MDH)
in the malate—aspartate shuttle (MAS), which transfers
reducing equivalent NADH from the cytosol to mitochondria.
Glycolysis, which is highly upregulated in cancer cells,
is a key source of the reduced form of cytosolic NADH,
mainly at the level of LDH.2° As a result, the activity of
MAS is increased to shuttle the glycolytic NADH into
mitochondria.3® However, it has also been shown that the
presence or the lack of mitochondrial substrates could
greatly influence the ability of AAT to effectively compete with
GDH for Glu.®" We speculate that to limit cytosolic and
mitochondrial aKG depletion induced by the presence of
mutant IDH, cells are using AAT, independently of MDH, to
produce aKG rather than to shuttle NADH in mitochondria
(Figure 7). As a result, the dissociation of AAT activity from
MDH results in the accumulation of the reductive
power of malate trapped in the cytosol and the reduction of
mitochondrial NADH pool built from the MAS activity.
Altogether, these effects lead ultimately to a reduced
mitochondrial respiratory reserve. Further experiments
such as direct inhibition of AAT need to be performed in
order to confirm our hypothesis. However, it is in agreement
with metabolomic studies showing that mutant IDH is
associated with decreased fumarate and malate levels,
as well as mitochondrial dysfunction.®® Furthermore,
it is reinforced with the recovery of the mitochondrial
respiratory reserve with oxamate. Indeed, besides being
an inhibitor of LDH, oxamate also inhibits AAT.®3* In our
study, oxamate did not decrease lactate secretion as
predicted by its LDH inhibitory action but instead prevented
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the mitochondrial respiratory reserve loss only in mutant
IDH-overexpressing cells.

This metabolic alteration has an important role in the
resistance to ETO-induced apoptosis in IDH™'%2-overexpressing
cells. ETO is a DNA-topoisomerase Il inhibitor widely used in
the treatment of diverse tumors.®® Like many other agents,
ETO can be used in monotherapy or in combination with other
treatments. One of the major pathways of ETO metabolism in
cells involves cytochrome P450 reductase, which uses
NADPH as a cofactor for its enzymatic activity. Furthermore,
it has been shown that ETO-induced apoptosis requires fully
functional mitochondria.®® Our data and others show that
mutant IDH decreases the cellular NADPH pool combined
with the altered mitochondrial metabolism®’ may explain the
specific resistance to ETO of IDH17'32.overexpressing cells.

Collectively, our data support the hypothesis that mutant
IDH affects tumor progression and therapy resistance, which
may, at least in part, explain the high frequency of IDH
mutation in secondary GBM. On the basis of our and other
observations, D-2HG mediates pro-tumorigenic effects,
whereas altered metabolism and in particular the imbalance
of NAD+ and NADP+ coenzymes are associated with cell
resistance to specific cell death stimuli.

In conclusion, IDH mutation deregulates mitochondrial
metabolism and as a consequence alters cell sensitivity to
specific stimuli. Clinically, a better understanding of IDH
mutations will enable IDH-directed therapies to be developed
in the future.

Materials and Methods

Cell culture and stable transfection. Glioblastoma U251 and LN18 cell
lines were cultured at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO, in
Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM) containing 5¢/l glucose and
supplemented with 100 U/ml penicillin, 100 xg/ml streptomycin, 2mM Gin
and, respectively, 10% and 5% fetal calf serum (FCS). T98 cells were cultured
in DMEM 1g/l glucose, supplemented with penicillin, streptomycin, Gin
and 10% FCS. Cells were seeded in 12-well plates and transfected with
Lipofectamine 2000 transfection reagent as recommended by the manufacturer
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The expression vectors for wild-type and
mutated IDH1 and IDH2 were described previously.®® U251, LN18 and T98
stable cells lines overexpressing IDH were selected using geneticin
(Life Technologies). Hydroxyglutarate was purchased from Peptech (Bedford,
MA, USA) and aKG, dimethyl-aKG and oxamate from Sigma (St Louis, MO,
USA). For cell death experiments, 0.5 x 10° cells were plated and treated the next
day with 50 ug/ml ETO (Mylan, St Priest, France), 50 ng/ml TRAIL (PreproTech,
Neuilly sur-Seine, France), 60ng/ml FASL (PreproTech) and 15 pg/ml cisplatin
(Mylan). y-Irradiation was carried out in a Faxitron CP160 irradiator (Faxitron
X-ray Corporation, Tucson, AZ, USA) at a dose rate of 5 Gy. The number of dead
cells was evaluated by FACS after incubation of 5min with propidium iodide
(Sigma).

Cell counts, viability and clonogenicity assay. Cell counts and
viability were performed using the Countess optics and image automated
cell counter (Life Technologies). Cells were mixed with trypan blue (50/50) and
loaded into a Countess chamber slide. The image analysis software was used
to automatically analyze the acquired cell images from the sample to give cell
count and viability. Data were plotted either as the number of viable cells for
cell proliferation or as the percent of dead cells for viability assessment. For cell
proliferation, cells were seeded at 100.000 cells and counted every 3 to 4 days.
For the clonogenicity assay, 500 cells were seeded on a 6-well plate.
After 1 week, cells were fixed and stained with a solution of violet crystal
0.05% in ethanol 50%. The number of colonies is counted.



ROS and mitochondrial membrane potential. ROS production was
measured using a DCFDA probe (Life Technologies). Cells were seeded
at 2.x10* cells in a 96-well plate and incubated with the DCFDA probe.
The fluorescence is measured at 538 nm every 3 min for 75 min. Mitochondrial
membrane potential was evaluated by FACS analysis using JC-1 probe (Life
Technologies) staining accordingly to the manufacturer’s instruction.

Biochemical analysis. Production of NADH and NADPH was measured
using, respectively, the NAD/NADH kit (Abcam, Cambridge, UK) and the
NADP/NADPH kit (Abcam) according to the manufacturer's instruction.
Lactate and LDH activity were measured using the Roche diagnostic kit on a
Cobas 8000 (Roche Diagnostics, Mannheim, DE, USA) as described
previously.*®

Protein lysates, immunoblotting and caspase activation. Cells
were lysed at the indicated time points in RIPA lysis buffer (25 mM Tris-HCI, pH
7.6 containing 150 mM NaCl, 1% NP40, 1% Na-deoxycholate and 0.1% SDS)
supplemented with protease inhibitors. Protein concentration was determined
using BCA protein assay (Sigma). Samples were adjusted accordingly, analyzed
by SDS-PAGE and subsequent immunoblotting with antibodies that recognize
IDH1 (Abcam), IDH2 (Abcam), IDH1-R132H (Dianova, Hamburg, Germany), actin
(Millipore, Billerica, MA, USA), Bax (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), Bcl2
(BD Pharmingen), XIAP (R&D system, Abingdon, UK), tBid (R&D System), porin
(Calbiochem, Nottingham, UK), survivin (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA). HRP-conjugated secondary antibodies were from BioRad (Marnes-la-
Coquette, France). The ImageJ 1.42q software (NIH) was used to digitally quantify
the signal intensities of western blot bands. Caspase 3 activity was quantified
using the fluorogenic substrate Ac-DEVD-AMC, as described in.'

OCR and extracellular consumption rate (ECAR). Cells were plated
at 40000 cells per well in 24-well XF (extracellular flux) cell culture microplate
(Seahorse Bioscience, Copenhagen, Denmark). OCR was measured the next
day using a XF24 Analyzer (Seahorse Bioscience). Cells were equilibrated for 1 h at
37 °C in bicarbonate-free DMEM (Sigma) supplemented with 25 mM glucose, 1 mM
pyruvate and 2mM Gin, pH 7.3 before any measurement. To determine
mitochondrial parameters, OCR was measured at baseline and after addition
of oligomycin (0.4 M), FCCP (2 M), rotenone (0.6 M) and antimycin A (0.6 xM).
All measurements were done at least in three wells per condition, twice
for each experiment. Respiratory reserve was calculated as maximal OCR, after
oligomycin and CCCP injections, minus basal OCR. Coupling efficiency
corresponded to OCR inhibition by oligomycin. Relative contribution of complex |
and Il to OCR corresponded, respectively, to OCR inhibition by rotenone and
antimycin A.

Statistical analysis. Experiments were done at least three times and
data were analyzed using GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Differences with P-values<0.05 were considered statistically
significant.
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Supplementary 1

Expression of proteins involved in apoptosis in U251 cells expressing empty vector,
wild-type and mutant IDHI isoforms. Whole lysates of cells (40pg) untreated or
treated with 3mM of «KG or D-2HG for 3 days prior to etoposide (ETO) treatment
were analyzed by immunoblotting with the indicated antibodies. Actin was used as a
loading control.
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Supplementary 2

ROS production was measured using the DCFDA probe. U251 cells treated with
either rotenone expressing empty vector, wild-type and mutant IDHI isoforms were
seeded at 2.5 x 104 cells then incubated with the DCFDA probe. Fluorescence was
measured at 538nm every 3 min for 75 min and the slope corresponding to ROS
production was calculated
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Supplementary 3

A) Oxygen consumption rate (OCR) of stable cells expressing empty vector (V),
wild-type (IDH2) and mutant (R172) IDH2 isoforms was measured over time. 4 x
104 cells were plated and OCR was measured 24h later by a XF24 Analyzer
(Seahorse Bioscience). B) The respiratory reserve of U251 cells expressing empty
vector, wild-type and mutant IDH2 isoforms was measured by a XF24 Analyzer
(Seahorse Bioscience). The respiratory reserve was determined as the difference
between maximal OCR and basal OCR.
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Supplementary 4

Relative contribution of complex I and II to ETC in cells. Contribution
of complex I was calculated as percent of OCR inhibited by rotenone
while complex II contribution was calculated as (OCR
OCR /OCR.
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Supplementary 5

A) Coupling efficiency of transfected U251 cells with vector (V), IDHI and
IDHIR132 (R132) isoforms was calculated as the inverse ratio of
OCRoligomycin over OCRbasal . B) Basal glycolysis was assessed by
measuring ECAR in U251 cells expressing IDHI isoforms.
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Supplementary 6

Proliferation of vector, wild-type and mutant IDHI
cells after EGCG (E) or BPTES (B) treatments. Cells
were plated at I x 10° cells, treated for 6 days with
EGCG (1104M) or BPTES (104M) and counted 10
days later using trypan blue staining.



2. Impact de ’inhibition de la glutaminolyse sur la sensibilité a la
mort cellulaire

En plus de I’augmentation de la glycolyse aérobie, la dépendance a la glutamine est
une modification caractéristique du métabolisme des cellules cancéreuses qui a regu un intérét
croissant comme cible thérapeutique potentielle. L’augmentation de la consommation de la
glutamine fournit des avantages énergétiques aux cellules cancéreuses. Notamment, cet acide
aminé est utilisé par les cellules cancéreuses comme source anaplérotique du TCA, via sa
conversion en a-ketoglutarate (aKG), et comme donneur d’azote pour la synthése des acides
nucléiques et acides aminés non essentiels. Dans les gliomes, I’expression de la glutamine
synthase est trés fréquemment élevée et corrélée a un mauvais pronostic vital des patients
(Rosati et al., 2013). Toutefois, les essais cliniques ciblant la glutaminolyse ont montré peu
d’efficacit¢ de part les effets secondaires toxiques engendrés (Bobrovnikova-Marjon and
Hurov, 2014). La récente mise en évidence que l’epigallocatechin-3-gallate (EGCG) est
capable d’inhiber la glutamate dehydrogenase est d’autant plus intéressante qu’il s’agit d’un
compos¢ naturel extrait du thé vert ouvrant la possibilit¢ de pouvoir diminuer la toxicité
éventuellement engendrée. Nous avons voulu déterminer la dépendance des lignées de GBM

a la glutamine et I’impact de ’EGCG sur leur sensibilité a la mort cellulaire.

Principaux résultats :

- L’EGCG inhibe I’oxydation mitochondriale de la glutamine

- La déplétion en glutamine inhibe la prolifération des lignées de GBM et cet effet est
mimé par 'EGCG

- L’EGCQG peut induire directement la mort cellulaire des cellules de GBM

- L’EGCG peut induire un shift métabolique vers 1’oxydation mitochondriale du
glucose

- L’ECGC peut sensibiliser les cellules de GBM a I’apoptose extrinséque induite par
TRAIL et FAS-L
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Introduction

Les dérégulations du métabolisme ont été récemment inclues parmi les marqueurs
caractéristiques des cellules cancéreuses et associées a la résistance aux traitements
thérapeutiques. Une des principales altérations du métabolisme, mise en évidence par Otto
Warburg des les années 1920, est la forte dépendance des cellules cancéreuses a la glycolyse
aérobie quelque soit la concentration en oxygene (effet Warburg). Cette adaptation
métabolique leur permet de subvenir a leurs besoins énergétiques et de biosynthéses
nécessaires a leur prolifération rapide. En plus du glucose, la glutamine a été récemment
démontrée comme étant une source énergétique importante pour la prolifération des cellules
cancéreuses (1). Cet acide aminé est utilisé par les cellules cancéreuses comme source
anaplérotique du TCA (Tricarboxylic acid cycle) et comme source d’azote pour la synthése
des acides nucléiques et des acides aminés non essentiels. La premicre réaction de la
glutaminolyse est la conversion de la glutamine en glutamate par la glutaminase (GLS). Le
glutamate est ensuite converti en a-ketoglutarate (aKG) par une réaction de désamination
oxydative par la glutamate dehydrogenase (GDH) ou par une réaction de transamination par
les aminotransferases permettant la formation d’acides aminés. L’aKG est un métabolite clé
impliqué a la fois dans la synthese de I’oxaloacétate (OAA) et du citrate et dans 1’activité de
nombreuses dioxygenases modulant 1’expression génique comme les prolylhydoxylases ou les
histones demethylases. De plus, en absence de glutamine, 1’apport d’aKG a la mitochondrie

est nécessaire a la survie des cellules surexprimant Myc (2).

Le métabolisme particulier des cellules cancéreuses a mené au développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques. Cependant si certains modulateurs du métabolisme ont
montré des effets en essai clinique, leur utilisation reste limitée par les effets toxiques
engendrés. Un des principaux challenges est donc de développer des molécules ciblant les
cellules cancéreuses avec le minimum d’effets secondaires. L’intérét s’est porté vers des
composés naturels tels que les polyphénols extraits du thé vert. Parmi eux, I’epigallocatechin-
3-gallate (EGCG) a montré une efficacité in vitro et in vivo dans de nombreux types de
cancers, seul ou en combinaison avec d’autres agents chimiothérapeutiques, incluant
I’inhibition de la prolifération, de I’invasion, de I’angiogénése et des métastases (3).
Cependant, ses mécanismes d’action anticancéreux ne sont pas encore bien définis d’autant

plus que ’EGCG présente des effets pléiotropiques et dépendants du type de tumeur. Parmi



ses nombreux effets, 'EGCG est capable d’inhiber I’activit¢ de la GDH (4). Afin de
déterminer 1’importance du métabolisme de la glutamine dans la progression tumorale des
GBM, nous avons dans un premier temps caractérisé le métabolisme basal de différentes
lignées cellulaires humaines de GBM. Nous montrons que [’utilisation de la glutamine est
couplée a I’oxydation phosphorylative mitochondriale. L’inhibition de ce métabolisme par
I’EGCQG inhibe la prolifération cellulaire et sensibilise les cellules a la mort cellulaire induite

par des ligands de récepteurs de mort comme FAS-L et TRAIL.



Matériels et Méthodes

Tous les matériels nécessaires a la culture cellulaire proviennent de Life Technologies. Tous

les produits chimiques sont obtenus de Sigma-Aldrich sauf si spécifi¢ autrement.

Culture Cellulaire

Les lignées cellulaires MG-U87 et T98 sont cultivées a 37 °C en atmosphéere humide avec 5%
CO; en milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle’s Medium) Glutamax contenant 1g/L de
glucose et supplémenté avec 100U/mL de pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine et 10% de
sérum de veau foetal (SVF). La lignée cellulaire LN18 est cultivée en DMEM a 5g/L de
glucose, supplémenté en pénicilline, streptomycine, 2mM de glutamine et 5% de SVF. Les
lignées cellulaires A172 et U251 sont cultivées en DMEM a 5g/L de glucose, supplémenté en
pénicilline, streptomycine, 2mM de glutamine et 10% de SVF.

Traitements cellulaires

Les cellules sont ensemencées a 0.5 x 10° cellules en pétri 100mm et traitées avec 110uM
d’EGCG pendant le temps indiqué. Pour les expériences de mort cellulaire, 0.5 x 10° cellules
sont ensemencées en pétri 100mm et traitées le jour suivant avec 50 pg/mL d’étoposide
(Mylan) pendant 24h, 200 ng/mL de TRAIL (PreproTech) pendant 5h, 60ng/mL de FAS-L
(PreproTech) pendant 6h, 50uM de témozolomide (Interchim) pendant 72h ou irradiées a 5Gy
et récupérées 72h apres irradiation. L’irradiation est réalisée dans un irradiateur Faxitron

CP160 (Faxitron X-ray Corporation).

Comptage cellulaire, viabilité et cycle cellulaire

Les cellules sont comptées a I’aide du bleu trypan en utilisant le compteur automatique
Countess (Invitrogen). Pour la viabilité, les cellules sont incubées Smin avec de I’iodure de
propidium et le nombre de cellules mortes est évalu¢ par cytométrie en flux FACSCalibur
(BD Biosciences, France). Le cycle cellulaire est réalis¢ sur 100000 cellules aprés marquage
au DAPI selon le protocole Two-Step Cell Cycle Analysis et lecture au NucleoCounter NC-
3000 (Chemometec).

Cytométrie en flux
L’expression des transporteurs au glucose est mesurée par cytométrie en flux. Les cellules

sont fixées au paraformaldéhyde 4% puis incubées 1h a 4°C avec I’anticorps Glutl (Novus)



ou Glut4 (Novus). Les anticorps secondaires couplés a 1’Alexa sont incubés l1h a 4°C. Les
intensités de fluorescences sont lues par passage au cytométre de flux FACSCalibur (BD
Biosciences, France). Pour les expériences de prolifération, les cellules sont placées dans un
milieu a 0,1% de SVF sur la nuit puis incubées avec le Violet Proliferation Dye (VPD450, BD
Horizon) (1uM) pendant 15 minutes. Les cellules sont lavées au PBS et cultivées 72h avant
passage au cytometre de flux FACSCanto (BD Biosciences, France). Les analyses sont

réalisées grace aux logiciels CellQuestPro et FlowJo.

Lysats protéiques, western-blot et activité caspase

Les cellules sont lysées en tampon Phosphosafe (Merck) et la concentration protéique est
déterminée en utilisant le kit BCA protein assay. Les protéines (50ug) sont séparées par SDS—
PAGE et transférées sur une membrane PVDF. Les anticorps primaires sont incubés une nuit
a 4°C et reconnaissent 1’actine (Millipore, Billerica, MA, USA), pAKT (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), pAMPK (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA), ATF4 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), Bax (BD Pharmingen, San
Jose, CA, USA), Bcl-2 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), pERK (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), LC3 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Les
anticorps secondaires couplés a la HRP (BioRad) sont incubés 1h a 37°C. Le logiciel Imagel
1.42q est utilisé pour quantifier les intensités des bandes de Western-blot. L activité caspase 3
est mesurée en utilisant le substrat fluorescent Ac-DEVD-AMC (Bachem, Suisse) sur les

lysats protéiques.

Métabolisme cellulaire

Les cellules sont ensemencées a 40000 cellules/puits dans les plaques de cultures 24 puits XF-
24 (Extracellular Flux) (Seahorse Bioscience, Copenhagen, Denmark). La consommation
d’oxygene (OCR) et I’acidification extracellulaire (ECAR) sont mesurées le jour suivant en
utilisant le XF24 Analyzer (Seahorse Bioscience). Pour les cellules prétraitées a I’EGCG, les
cellules sont ensemencées le jour méme de 1’expérience sur les plaques de cultures XF-24 a
I’aide du Cell Tak (Corning). Pour les mesures basales en milieu complet, les cellules sont
équilibrées lheure a 37°C en milieu DMEM bicarbonate-free supplémenté avec 25mM de
glucose, ImM de pyruvate et 2mM de glutamine, pH 7.3 avant toute mesure. Pour déterminer
les paramétres mitochondriaux, I’OCR est mesurée en basal et apres addition d’oligomycine
(1 uM), de CCCP (1 uM), de roténone (1 uM) et d’antimycine A (1 uM). Pour déterminer la

glycolyse, ’ECAR est mesurée en basal. Pour les expériences de capacité d’oxydation du



glucose et de la glutamine, les cellules sont équilibrées en milieu DMEM bicarbonate-free
contenant respectivement 2mM glutamine ou 1mM de pyruvate. L’oxydation mitochondriale
du substrat est déterminée par la différence entre I’OCR avant injection et I’OCR aprées
injection du substrat. Toutes les mesures sont réalisées au minimum dans 3 puits par condition

et deux expériences indépendantes.

Dosage du glucose et des acides aminés (AA) dans le milieu de culture

Les cellules sont ensemencées a 50000 cellules/puits dans des plaques de culture de 12 puits.
24h aprés encemencement, les milieux de cultures sont changés et traités ou non a ’EGCG et
des puits controles de milieux sans cellules en présence ou non d’EGCG sont ajoutés. Apres
72h de culture, les milieux sont récupérés et centrifugés pour éliminer les débris cellulaires.
Les résultats exprimés correspondent a la différence de concentration en glucose ou en AA
entre les milieux de culture en présence de cellules et les milieux contrdles respectifs traités
ou non a I’EGCG. Les concentrations sont ensuite rapportées au nombre de cellules comptées
a 72h.

Le dosage du glucose est réalisé¢ dans le Service de Biochimie du CHU de Nantes. Le glucose
est dosé sur ’automate Cobas 8000 (Roche Diagnostics, France) a I’aide du kit Diagnostic
Glucose HK Gen.3 (05168791190-Roche Diagnostics GmbH, D-68298, Mannheim). La
méthode est basée sur la mesure photométrique (340nm) de la concentration en NADPH
formé suite a I’oxydation du glucose en 6-phosphogluconate. La concentration en NADPH
formé est directement proportionnelle a la concentration en glucose.

Le dosage des AA est réalis¢ a la Plateforme de Spectrométrie de Masse du CHU de Nantes.
Les AA sont dosés dans le milieu de culture par chromatographie liquide couplée a la
spectrométriec de masse (LC-MS/MS). Les AA sont marqués a 1’aide du kit aTRAQ
(ABSciex, MA, USA). Des controles de qualit¢ interne (Norleucine et Norvaline, AA non
physiologiques, présents dans les tampons de marquage) et des contrdles de qualité externe
(sérums dont la concentration en AA est connue) (RECIPE, Allemagne), sont inclus lors du
marquage pour vérifier la qualité du processus. La concentration des AA est déterminée par

rapport au standard interne a 1’aide du logiciel Analyst (ABSciex, MA, USA).

Analyses statistiques
Les expériences sont réalisées au minimum trois fois et les résultats sont analysés en
comparant la moyenne +/-sem des différentes conditions par un t-test ou un Anova. Ces

analyses statistiques sont réalisées a ’aide du logiciel GraphPad Prism 5.00 (GraphPad



Software, San Diego, CA, USA). Les différences avec des P-values < 0.05 sont considérées

comme statistiquement significatives.



Résultats

Caractérisation du métabolisme de différentes lignées cellulaires de GBM

Afin de caractériser le métabolisme cellulaire des lignées de GBM, nous avons mesuré, en
utilisant la technologie Seahorse, la vitesse de consommation d’oxygene (OCR) reflet de la
phosphorylation oxydative mitochondriale (OXPHOS) et [I’acidification du milieu
extracellulaire (ECAR) reflet de I’oxydation compléte du glucose en lactate. Deux profils
métaboliques se distinguent. Un métabolisme global élevé c’est a dire possédant a la fois une
forte phosphorylation oxydative et une forte glycolyse, retrouvé dans les lignées U251 et T98
(Fig.1A). Un métabolisme global plus faible est retrouvé pour les lignées U87, LN18 et A172.
Les deux principaux substrats énergétiques utilisés par les cellules en prolifération sont le
glucose et la glutamine. L’utilisation de ces substrats a été mesurée au niveau de la
mitochondrie et de la production de lactate. Pour cela nous avons mesuré les différences
d’OCR et d’ECAR avant et aprés injection de ces deux substrats. Si [’oxydation
mitochondriale du glucose est faible pour toutes les lignées (données non montrées), celles-ci
oxydent complétement le glucose en lactate (Figl.B). Les lignées T98 et U251 ont une
capacité d’oxydation du glucose en lactate plus importante que les autres lignées, en accord
avec leur ECAR basal plus important (Fig.1A). La glutamine n’est pas utilisée par les lignées
pour la production de lactate (données non montrées). L’utilisation de la glutamine est
couplée a I’OXPHOS pour toutes les lignées et est plus importante pour les lignées U251 et
U87 (Fig.1C). Contrairement a 1’oxydation du glucose en lactate reflet de la glycolyse,
I’utilisation mitochondriale de la glutamine n’est pas corrélée a la respiration mitochondriale
basale des lignées (Fig.1A). En effet, la lignée U251 posséde une plus forte oxydation
mitochondriale de la glutamine couplée a "OXPHOS que la lignée T98 alors que leur
métabolisme basal est identique. De la méme maniere, la lignée U87 possede une oxydation
mitochondriale de la glutamine plus ¢élevée que les lignées LN18 et A172 bien qu’elles

possédent des métabolismes globaux similaires.

La glutamine est nécessaire a la prolifération des lignées de GBM

Nous avons évalué¢ I'impact d’une déplétion en glutamine dans le milieu de culture sur la
prolifération des lignées de GBM. Nous montrons que la déplétion en glutamine induit une
forte diminution de la prolifération de toutes les lignées (Fig.2A et Suppl.S1). Seules les

lignées U251 et T98 continuent de proliférer sous déplétion en glutamine. Cette observation



peut étre expliquée par leur forte capacité d’oxydation mitochondriale du glucose comparé
aux autres lignées. Nous avons ensuite déterminé si cette diminution de prolifération était due
a un arrét du cycle cellulaire ou a de la mort cellulaire. Nous nous sommes intéressés plus
particulierement aux lignées U87 et LN18 présentant un métabolisme basal similaire mais une
capacité d’oxydation de la glutamine différente. L’absence de glutamine dans le milieu de
culture entraine un arrét du cycle cellulaire en phase S (Fig.2B) et une induction de mort
cellulaire de la lignée LN18 (Fig.2C). En revanche, la déplétion en glutamine n’induit ni arrét
du cycle (Fig.2B) ni mort cellulaire pour la lignée U87 (données non montrées). Nous avons
ensuite déterminé si I’absence de glutamine dans le milieu de culture pouvait ralentir la
vitesse de prolifération des cellules U87 par marquage au VPD450. Nous montrons une
diminution du nombre de divisions effectuées par les cellules U87 en absence de glutamine
d’un facteur 2,6 comparé aux cellules contrdles cultivées en présence de glutamine (Fig.2D).
L’absence de glutamine dans le milieu de culture entraine donc une diminution de la
prolifération via un ralentissement du cycle cellulaire des cellules U87 sans arrét définitif du

cycle cellulaire.

L’EGCG mime les effets d’une déplétion en glutamine

Nous avons montré que 1’utilisation de la glutamine est couplée a I’OXPHOS pour toutes les
lignées de GBM. L’epigallocathechin-3-gallate (EGCG) est capable d’inhiber la glutamate
dehydrogenase (GDH), enzyme de conversion du glutamate en o-ketoglutarate (aKG) (4).
Dans un premier temps, nous avons vérifi¢ I’inhibition de la GDH par ’EGCG dans nos
lignées. Pour cela, nous avons mesuré les différences d’OCR avant et apres injection de
glutamine sur des cellules cultivées en présence ou non d’EGCG pendant 24h. Comme
attendu, ’EGCG diminue significativement 1’augmentation d’OCR observée dans les cellules
contrdles aprés addition de glutamine (Fig.3A). De plus, le dosage du glutamate dans le
milieu de culture de la lignée LN18 montre une accumulation significative de ce métabolite
apres 72h de traitement a ’EGCG (Fig.3B). La lignée U87 est cultivée en milieu contenant du
Glutamax, forme modifiée de la glutamine permettant de la stabiliser, qui peut étre clivé par
les peptidases aboutissant en un apport continuel en glutamine et en alanine dans le milieu. De
facon similaire a la lignée LN18, mais non significative, nous retrouvons une accumulation de
glutamate dans le milieu extracellulaire de la lignée U87 apres traitement EGCG (Fig.3B).
L’ensemble de ces résultats est en accord avec un effet inhibiteur de ’EGCG sur la GDH. De

plus, 'inhibition de la GDH par ’EGCG est associée a I’augmentation non significative de la



consommation de glutamine suggérant que les cellules cherchent a compenser 1’absence
d’apport d’aKG a la mitochondrie (Fig.3C).

Nous avons ensuite mesuré la prolifération des lignées en présence d’EGCG. De fagon
similaire a la déplétion en glutamine, ’EGCG inhibe complétement la prolifération de la
lignée LN18 (Fig.3D). Cet effet est associé a un arrét du cycle cellulaire en G2/M (Fig.3E) et
a une induction de la mort cellulaire (Fig.3F). L’EGCG inhibe également la prolifération de la
lignée U87 mais cette inhibition est plus faible que sous une déplétion en glutamine (Fig.3D).
Cependant les mécanismes impliqués semblent similaires puisque ’EGCG diminue le nombre
de divisions (Fig.3G) sans arrét du cycle (Fig.3E) ni de mort cellulaire (données non
montrées). Cet effet de ’'EGCG sur la prolifération de la lignée U87 est identique que les
cellules soient cultivées en milieu Glutamax ou en milieu DMEM supplémenté en glutamine

(Fig. suppl. S2).

L’EGCG inhibe la glycolyse aérobie des lignées de GBM

Parmi ses effets pléiotropiques, il a ét¢ montré dans certains modeles cellulaires que ’EGCG
pouvait également inhiber la glycolyse (5-7), notamment en diminuant I’expression du
transporteur au glucose GLUT]1 a la surface des cellules. Afin de déterminer si cet effet était
retrouvé dans nos lignées, nous avons mesuré la production de lactate par la technique du
Seahorse apres injection d’EGCG. Nous montrons que ’EGCG inhibe la production de
lactate dans les deux lignées de GBM testées (Fig.4A). Cette inhibition de la glycolyse
aérobie est immédiate et proportionnelle a la quantité d’EGCG injectée. Pour déterminer si
une diminution d’expression des transporteurs au glucose pouvait expliquer cet effet, nous
avons mesuré 1’expression de ces transporteurs a la surface des cellules par FACS aprés un
traitement de 24h a ’EGCG. Nous n’avons pas pu mettre pas en évidence de diminution
d’expression des transporteurs au glucose GLUT1 et GLUT4 quelque soit la lignée considérée
(Fig.4B). Au contraire, I’expression de GLUT1 et de GLUT4 est augmentée dans la lignée
U87 apres traitement EGCG, toutefois de maniére non significative. De plus, dons notre
modele, PEGCG augmente significativement la consommation en glucose de la lignée LN18
(Fig.4C). La méme tendance est observée pour les cellules U87 cependant non significative.
Ces résultats suggerent que le glucose n’est pas converti en lactate mais utilisé pour alimenter

d’autres voies comme la mitochondrie ou la voie des pentoses phosphate.



L’EGCG stimule 1a nécrose de la lignée LN18 et la sénescence de la lignée U87

Afin de déterminer si ’EGCG provoque un stress métabolique, I’activation de différentes
voies de signalisations a été analysée par Western-blot. L’EGCG active la voie AMPK dés
24h dans les lignées U87 et LN18 (Fig.5A et B). De plus, si la voie Akt n’est pas modifiée par
I’EGCG dans aucune des deux lignées, nous montrons une activation transitoire de la voie
ERK a 24h dans la lignée U87 (Fig.5A et B). L’activation de I’AMPK supporte I’existence
d’un stress énergétique. Afin de déterminer si ce stress métabolique est associé a I’autophagie
ou au réticulum endoplasmique, nous avons évalué 1’expression de LC3 (Light Chain 3) et
ATF4. L’association de la LC3-I a la phosphatidyl-ethanolamine forme la LC3-II nécessaire a
la premicre étape de la formation des autophagosomes ou vacuoles autophagiques. Comme
montré par I’absence d’augmentation de la forme LC3-II, le stress métabolique déclenché par
I’EGCG n’induit I’autophagie dans aucune des deux lignées (Fig.5A et B). ATF4 est un
facteur de transcription induit par le stress du réticulum endoplasmique et activant la
transcription de génes codant pour les protéines pro-apoptotiques notamment Puma et Noxa.
Nous montrons une augmentation de I’expression d’ATF4 spécifiquement dans la lignée
LN18. Afin de déterminer si la mort observée dans la lignée LN18 apres traitement a ’EGCG
¢tait induite par apoptose nous avons mesuré 1’expression des protéines Bax et Bcl-2 et
mesuré 1’activitét DEVDase dans ces cellules. Nous ne mettons pas en évidence de
modification du rapport Bax/Bcl-2 (Fig.5A) et ne montrons pas d’augmentation significative
de D’activité des caspases 3 apres traitement a ’EGCG dans la lignée LN18 (Fig.5C). Ces
résultats suggerent que I’EGCG n’induit pas 1’apoptose ni 1’autophagie mais plutdt une mort
par nécrose. Enfin, le stress énergétique produit par ’EGCG induit un marquage [3-gal positif
dans la lignée U87 synonyme d’une entrée potentielle des cellules en sénescence (environ

20%) (Fig.5D).

L’EGCG induit un shift métabolique de la lignée U87 vers ’oxydation mitochondriale
du glucose

Nous avons montré que la lignée U87 était capable de survivre au stress énergétique induit
par PEGCG. L’EGCG induit une augmentation de la consommation de glucose par les
cellules qui n’est pas associée a la production de lactate. Ces données suggérent une
redirection du métabolisme des cellules. Nous avons mesuré la respiration mitochondriale

ainsi que l’utilisation de différents acides aminés apres différents temps de traitement a



I’EGCG. Dans un premier temps, nous montrons que [’inhibition de 1’oxydation
mitochondriale de la glutamine par ’EGCG est maintenue au cours du temps (Fig.6A). De
plus, nous ne mettons pas en évidence d’augmentation de la production d’alanine ni
d’aspartate apres traitement EGCG ce qui suggere que les cellules U887 ne compensent pas par
I’utilisation de la voie de transamination du glutamate en aKG pour alimenter la mitochondrie
(Fig.6B et C). L’inhibition de la conversion du glucose en lactate par ’EGCG est également
retrouvée et maintenue au cours du temps (Fig.6D). De facon intéressante, 1’oxydation du
glucose dans la mitochondrie est significativement augmentée aprés 72h de culture en
présence d’EGCG et maintenue apres 6 jours de traitement (Fig.6E). De plus, nous montrons
que la lignée U87 augmente sa respiration mitochondriale aprés 6 jours de traitement a
I’EGCG (Fig6.F). La réserve respiratoire mitochondriale a ensuite ét¢ mesurée en présence
d’un découplant synthétique de la chaine respiratoire, le CCCP. La capacité de réserve
respiratoire est augmentée de maniere trés importante par ’EGCG (Fig6.G). L’ensemble de
ces résultats suggeére qu’en présence d’EGCG, empéchant ’apport par la glutamine de
métabolites anaplérotiques au niveau de la mitochondrie, les cellules réorientent 1’utilisation
du glucose vers 1’oxydation mitochondriale plutdt que vers la production de lactate. Pour
confirmer cette hypothése, nous avons évalué la sensibilité de ces cellules a un inhibiteur de la
glycolyse, le 2-Deoxyglucose (2DG), par calcul de I’IC50. La sensibilité¢ des cellules U87 au
2DG est diminuée avec le prétraitement a I’EGCG (CTRIC50=134,9mM; EGCG
IC50=35,27mM) (Fig.6H).

L’EGCG sensibilise la lignée U87 a I’apoptose extrinséque

L’EGCG n’induisant pas directement la mort des cellules U87, nous avons voulu déterminer
s’il était capable de les sensibiliser a différents inducteurs de mort. En absence d’EGCQG, les
cellules U87 sont résistantes a tous les inducteurs de mort testés, les irradiations, 1’étoposide,
le témozolomide, TRAIL et FAS-L. En présence d’EGCG, si les cellules survivent a la
majorité des traitements, une augmentation significative de I’activité DEVDase est observée
apres traitement par FAS-L et TRAIL, deux ligands de récepteurs de mort impliqués dans
I’apoptose extrinseéque (Fig.7A). Afin de déterminer si la sensibilisation a ces deux inducteurs
de mort était due a la diminution des apports anaplérotiques a la mitochondrie, nous avons
évalué l'effet d’une déplétion en glutamine ainsi que d’un apport exogéne d’aKG sur la
sensibilit¢ 8 TRAIL. Nous montrons que la déplétion en glutamine dans le milieu de culture

ne sensibilise pas a la mort induite par TRAIL (Fig.7B). De méme, un apport exogene de



dimethyl-aKG, forme permettant sa diffusion a travers les membranes, ne réverse pas la mort
induite par TRAIL sous traitement EGCG (Fig.7C). Ces données suggerent I’implication

d’autres mécanismes dans la sensibilisation a la mort induite par ’EGCG.



Discussion

Il a longtemps été pensé que la majorité des cellules cancéreuses présentaient des
mitochondries défectueuses les poussant a utiliser la glycolyse aérobie pour répondre a leurs
besoins énergétiques. Cependant, il est communément admis aujourd’hui que la respiration
mitochondriale persiste dans la majorité des cellules cancéreuses ayant un métabolisme
reposant sur 1’effet Warburg et que celles-ci utilisent la glutamine comme source de carbone
anaplérotique du TCA (8). Nous avons montré que les lignées de GBM ont un métabolisme
reposant a la fois sur la glycolyse aérobie et la respiration mitochondriale. Si les lignées
testées oxydent trés peu le glucose dans leurs mitochondries, elles sont capables d’oxyder la
glutamine plus ou moins fortement. Dans cette étude, nous montrons que I’EGCG, inhibiteur
allostérique de la GDH, enzyme permettant la conversion du glutamate en aKG, inhibe la
prolifération des lignées de GBM. Nous montrons également que 'EGCG est capable

d’induire directement la mort ou de sensibiliser a la mort induite par TRAIL et FAS-L.

Plusieurs études épidémiologiques démontrent que la consommation de thé vert est
associée a un effet protecteur contre le développement de certains cancers tels que les cancers
du poumon, de la prostate et du sein (9,10). L’EGCG est le constituant majeur du thé vert et a
montré des effets antiprolifératifs voire d’induction de mort dans différents types de lignées
cancéreuses. Toutefois, ses mécanismes d’action sont encore mal déterminés et récemment il
a ¢t¢ montré que 'EGCG pouvait inhiber la GDH (4). Cet effet est retrouvé de manicre
indirecte dans nos lignées de GBM puisque nous montrons que I’EGCG inhibe I’oxydation
mitochondriale couplée a ’OXPHOS de la glutamine conduisant a I’accumulation de
glutamate. Il a ét¢ montré que la transamination du glutamate était la principale voie de
formation de I’aKG dans les cellules cancéreuses surexprimant Myc, facteur induisant la
dépendance des cellules a la glutamine (2). Il serait intéressant de déterminer le niveau
d’expression de c-Myc dans nos lignées. Cependant, nous mettons ici en évidence que
I’inhibition de la GDH par ’EGCG inhibe la prolifération de nos deux lignées d’intérét
suggérant I'utilisation préférentielle de la GDH plutot que des transaminases. De plus, méme
si I’inhibition de la prolifération de la lignée U87 par ’EGCG est plus faible que celle
observée par une déplétion en glutamine, nous montrons par dosage de I’alanine et de
’aspartate que la lignée U87 ne compense pas ’apport d’aKG par I'utilisation de la voie de

transamination.



Il a ét¢ montré dans plusieurs lignées cancéreuses que I’EGCG pouvait induire
I’apoptose via la modulation de la balance bax/bcl-2 (11). De manicre intéressante, nous
montrons que I’EGCG est capable d’induire directement une mort indépendante de
I’activation des caspases dans la lignée LN18. Le stress énergétique prolongé comme la
déplétion en glucose ou en acides aminés active I’UPR (unfold protein response), une voie
déclenchée par un exces de protéines présentant une conformation anormale dans le réticulum
endoplasmique. Il a ét¢ montré que ATF4, un des effecteurs de cette voie, joue un role
important dans le déclenchement de I’apoptose induite par la déplétion en glutamine dans des
cellules de neuroblastome surexprimant c-Myc (12). Nous mettons en évidence une activation
d’ATF4 dés 48h de traitement EGCG dans la lignée LN18. Outre I’apoptose, il a ét¢ montré
que ATF4 peut déclencher la mort cellulaire par nécrose (13). Nos résultats seraient donc en
accord avec le déclenchement d’une mort cellulaire non apoptotique médiée par ATF4 dans la
lignée LN18. Toutefois, pour valider cette hypothése, le role d’ATF4 dans I’induction de cette
mort devra étre vérifiée en inhibant 1’expression de cette protéine en utilisant par exemple un

siRNA.

Nous nous sommes intéressés aux mécanismes de survie de la lignée U87. Hwang et
al. avaient montré¢ que I’EGCG était capable d’inhiber la transcription des transporteurs au
glucose (6). Dans notre modéle, nous ne mettons pas en évidence de diminution de
I’expression des transporteurs au glucose et montrons que les lignées sont au contraire
toujours capables de consommer le glucose. L’EGCG induit une réorientation métabolique de
la lignée U87 vers 1’oxydation mitochondriale du glucose aprés 72h de traitement. Etant
donné I’effet immédiat de I’EGCG sur I’inhibition de la conversion du glucose en lactate,
deux hypothéses peuvent étre envisagées. L’effet de 'EGCG pourrait étre expliqué par
I’inhibition de la lactate dehydrogenase (LDH) ou plus en amont de la glycolyse par
I’inhibition de la PKM2. L’EGCG pourrait inhiber I’activité de la LDH et ainsi la conversion
du pyruvate en lactate amenant a une accumulation d’intermédiaires de la glycolyse qui dans
un deuxieme temps induirait I’activation de la PKM2 sous sa forme tétramérique et ainsi
I’entrée du pyruvate dans la mitochondrie. Cette réorientation de I’utilisation du glucose
pourrait étre due a un effet direct de ’EGCG sur 1’activité de la LDH ou de PKM2 ou a un
effet indirect via le stress énergétique et I’activation de I’AMPK.

Nos résultats suggerent que la lignée U87 adapterait son métabolisme en privilégiant 1’apport
de carbones au niveau de la mitochondrie pour maintenir la production de citrate nécessaire a

la biosynthese des lipides nécessaires au maintien de sa prolifération. En effet, I’induction de



I’oxydation mitochondriale du glucose démontre 1’apport du pyruvate a la mitochondrie et
I’observation d’une diminution de la formation d’alanine et d’aspartate suggére un maintien
du pool d’OAA. De plus, nous montrons que la lignée U87 est d’avantage dépendante a la
glycolyse apres traitement a ’EGCG puisque sa sensibilité au 2DG est augmentée. 11 a été
démontré que I’augmentation de 1’expression de la pyruvate carboxylase qui permet de
transformer le pyruvate en OAA rend les cellules surexprimant c-Myc résistantes a la mort
induite par la déplétion en glutamine (14). L’expression de la pyruvate carboxylase pourra
étre évaluée dans la lignée U87 sous traitement EGCG. Enfin, de nombreux acides aminés
peuvent jouer un rdle dans 1’adaptation métabolique et la résistance a la mort induite par
I’EGCG. Il a par exemple ét¢ montré que 1’asparagine empéche la mort induite par la
déplétion en glutamine dans des cellules de GBM (15). Lors de notre étude nous avons réalisé
le dosage des acides aminés dans le milieu de culture des lignées. Afin de compléter cette
étude, il serait intéressant de mettre au point la technique de dosage intracellulaire de ces
acides aminés. La technique de résonnance magnétique nucléaire (RMN) utilisant des
carbones marqués serait encore plus précise pour regarder le devenir des carbones issus du

glucose ou de la glutamine apres traitement EGCG.

Enfin, il a ét¢ montré que ’EGCG pouvait augmenter la sensibilité¢ a la mort induite
par des agents chimiothérapeutiques in vitro et in vivo comme le paclitaxel dans le cancer du
sein ou la doxorubicine dans le carcinome hépatocellulaire (16,17). Nous montrons qu’un
prétraitement & ’EGCG induit la sensibilisation de la lignée U87 aux inducteurs d’apoptose
extrinséque TRAIL et FAS-L mais pas aux inducteurs d’apoptose intrinséque tels que
I’étoposide, le témozolomide ou les irradiations. Ces résultats rejoignent ceux de Siegelin et
al. qui ont montré dans le gliome que la sensibilisation a TRAIL par ’EGCG passait par la
diminution de PEA15 une protéine inhibitrice de 1’apoptose appartenant a la famille de
protéines possédant un domaine effecteur de mort (DED) (18). Dans des lignées de
carcinomes hépatocellulaires et de la prostate, il a été montré que la sensibilisation a TRAIL
par ’EGCG passe par I’inhibition de I’expression d’une autre protéine de la famille des DED-
containing protein, cFLIP, associée a une augmentation de 1’expression des récepteurs a
TRAIL DR4 et/ou DR5 (19,20). Nos données préliminaires ne montrent pas de modification
de I’expression de DR4 ni de DRS par '’EGCG. L’expression de cFLIP et de PEALS,
impliqués tous les deux dans ’apoptose extrinseéque induite par TRAIL et FAS-L, sera étudiée

dans les cellules U&7 traitées a ’EGCG.



Nous avons montré I’'importance de la glutamine pour la croissance et la survie des
cellules de GBM et la possibilité de cibler le métabolisme de la glutamine pour sensibiliser
aux traitements. Beaucoup de points restent encore a éclaircir comme les voies de
compensations métaboliques engendrées par I’EGCG ainsi que ses mécanismes de
sensibilisation a la mort cellulaire. De part ses effets pléiotropiques, la part due a la simple
modification du métabolisme sur ses effets anticancéreux est difficile a évaluer. Un exemple
concret est I’impact de ’EGCG sur la modulation des facteurs €pigénétiques qui peut étre
direct comme 1’inhibition des DNMT ou HDAC et indirect via I’inhibition de la GDH et la
diminution du pool d’aKG, substrat nécessaire aux dioxygénases comme les TET. Cette
question est d’autant plus pertinente dans notre modele qu'un traitement concomitant EGCG
et TRAIL ne sensibilise pas a la mort la lignée U87 (données non montrées). L’impact de
I’EGCG sur les marqueurs épigénétiques sera donc évalué et des études actuellement en cours
ont pour but d’évaluer la part due a I’inhibition de la glutaminolyse et du switch métabolique
dans la sensibilit¢ a la mort cellulaire des lignées en utilisant d’autres modulateurs du
métabolisme comme le BPTES (Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3 4-thiadiazol-2-yl)ethyl

sulfide), inhibiteur synthétique de la glutaminase (21).
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Figure 1 : Caractérisation du métabolisme des lignées de GBM

A) Vitesses de consommation d’oxygene (OCR) et d’acidification du milieu (ECAR) des lignées
de GBM mesurées 24h apres ensemencement des cellules.

B) Production de lactate apres injection de glucose.

C) Oxydation de la glutamine couplée a I’activité de la chaine respiratoire.
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Figure 2 : La déplétion en glutamine inhibe la prolifération des lignées de GBM

A) Prolifération des lignées de GBM en présence ou non de glutamine par comptage cellulaire au bleu trypan.

B) Phases du cycle cellulaire des lignées apres déplétion en glutamine a 72h par marquage au DAPI.
C) Nombre de cellules mortes apres 72h de déplétion en glutamine par marquage a 1’iodure de propidium.

D) Prolifération des cellules U87 par cytométrie en flux

72h apreés marquage au VPD450 des cellules controles

(en rouge) et traitées a ’'EGCG (en bleu). Les résultats représentent la médiane d’intensité de fluorescence

(RFI) rapportée aux cellules avant traitement.
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Figure 3 : ’EGCG mime les effets d’une déplétion en glutamine

A) L’oxydation de la glutamine par les mitochondries des cellules LN18 et U87 est mesurée en présence ou
en absence d’EGCG apres fixation des cellules au Cell Tak. L’utilisation du glutamate (B) et de la glutamine
(C) par les cellules est déterminée apres 72h de culture en présence ou en absence d’EGCG. Cette utilisation
est la différence entre la quantité d’acides aminés dans le milieu en présence des cellules moins la quantité
d’acides aminés présente dans le milieu rapportée a 10° cellules. D) La prolifération des cellules est mesurée
en présence ou non de glutamine ou d’EGCG par comptage cellulaire au bleu trypan aux temps indiqués. E)
Le nombre de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire en présence ou non d’EGCG a été
déterminé a différents temps par marquage au DAPI. F) Le nombre de cellules LN18 mortes en présence
d’EGCG est déterminé en cytométrie en flux aprés marquage a I’iodure de propidium. G) La vitesse de
prolifération des cellules U87 en présence (bleu) ou en absence (rouge) d’EGCG est évaluée par cytométrie
en flux 72h aprés marquage au VPD450. Les résultats représentent la médiane d’intensité de fluorescence
(RFI) rapportée aux cellules avant traitement.
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Figure 4 : ’EGCG inhibe la glycolyse aérobie des lignées de GBM

A) La vitesse d’acidification du milieu (ECAR) des lignées est mesurée apres injections successives
d’EGCG pour une concentration finale de 10, 30, 75 et 110uM.

B) L’expression des transporteurs au glucose GLUT1 et GLUT4 des lignées est déterminée par cytométrie en
flux, 24h apres traitement a 'EGCG (110uM).

C) L 'utilisation du glucose par les cellules est calculé 72h de culture en présence ou non d’EGCG (110uM).
Les résultats correspondent a la quantité de glucose dans le milieu en présence des cellules moins la quantité
de glucose présente dans le milieu rapporté a 10° cellules.
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Figure 5 : L’EGCG stimule la nécrose de la lignée LN18 et la sénescence de la lignée U87

Lactivation de différentes voies de signalisation est évaluée par western blot a partir de lysats cellulaires
(50ug) des lignées LN18 (A) et U87 (B) apres différents temps de traitements a ’EGCG (110xM). C)
Lactivit¢ DEVDase est mesurée dans les lysats cellulaires des LNI18 apres différents temps de
traitements a ’EGCG (110xM). D) La sénescence des cellules U87 est déterminée 72h apres traitement

aI’EGCG (110uM) apres fixation et marquage f—Gal.
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Figure 6 : ’EGCG induit un shift métabolique de la lignée U87

Les cellules U87 sont traitées a 'EGCG pendant différents temps. Apres fixation des cellules au Cell Tak,
I’oxydation de la glutamine par la mitochondrie (AOCR, ) est déterminée par la différence de OCR apres
injection de glutamine moins OCR avant injection (A). L’utilisation de 1’alanine (B) et de 1’aspartate (C) par
les cellules est calculé apres 72h de culture en présence ou non d’EGCG. Les résultats correspondent a la
quantité d’acides aminés présente dans le milieu en présence des cellules moins la quantité de glucose
présente dans le milieu seul rapporté a 10° cellules. L’oxydation du glucose en lactate (D) et mitochondriale
(E) est déterminée par la différence d’OCR et d’ECAR avant et apres injection de glucose (D) apres
différents temps de culture en présence ou non d’EGCG. La respiration mitochondriale basale (F) et la
capacité respiratoire (G) sont mesurées apres 6 jours de traitement 2 ’EGCG. La quantité de 2-Deoxyglucose
(2DG) nécessaire a inhiber 50% de la prolifération des cellules (IC50) cultivées en présence ou non d’EGCG
pendant 6 jours est calculée par MTT (H).
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Figure 7 : ’EGCG sensibilise la lignée U87 aux inducteurs extrinseques de I’apoptose

A) La lignée U87 est traitée 6 jours a I’EGCG. Les cellules sont ensemencées (5x10°) puis traitées avec
différents inducteurs. L’activit¢ DEVDase est mesurée dans les extraits cellulaires apreés 5h de traitement a
TRAIL (200ng/ml), 6h de traitement FAS-L (60ng/ml), 24h de traitement a 1’étoposide (50xg/ml), 72h de
traitement TMZ (50uM) et 72h aprés irradiation (5Gy). B) La lignée U87 est cultivée 6 jours avec ou sans
glutamine. L’activit¢ DEVDase est mesurée dans les extraits cellulaires correspondants. C) La lignée U87 est
traitée 6 jours a 'EGCG. Les cellules sont prétraitées 2h avec du dmaKG (3mM) avant le traitement de Sh a
TRAIL (200ng/ml). L’activité DEVDase est mesurée dans les extraits cellulaires.
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Figure S1 : La déplétion en glutamine inhibe la prolifération des lignées de GBM
Prolifération de la lignée T98 (A), U251 (B) et A172 (C) en présence ou non de glutamine par comptage
cellulaire au bleu trypan a différents temps.
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Figure S2 : Prolifération de la lignée U87 selon le milieu de culture sous traitement EGCG

La prolifération de la lignée U87 en présence ou non d’EGCG (110¢M) dans le milieu glutamax (symboles
noirs) ou en milieu DMEM complet (symboles blancs) est mesurée par comptage cellulaire au bleu trypan a
différents temps.



3. Caractérisation des primocultures de GBM et sensibilité a la
mort cellulaire

Le glioblastome multiforme (GBM), astrocytome de grade IV, représente la forme la
plus commune et la plus maligne des tumeurs primaires du systéme nerveux central avec une
médiane de survie de 14 mois avec traitement (Stupp et al., 2005). Différentes caractéristiques
cliniques, histopathologiques et moléculaires ont été rapportées mais leur association au
pronostic vital des patients reste controversée. Seuls le jeune age et I’hyperméthylation du
promoteur MGMT sont associés a une meilleure survie des patients traités selon le protocole
Stupp associant radiothérapie et chimiothérapie a base de témozolomide. Récemment, il a été
mis en évidence la présence de cellules souches cancéreuses (CSCs) au sein des tumeurs de
GBM (Singh et al., 2004). Ces CSCs présentent une résistance accrue aux traitements
thérapeutiques et seraient responsables de la récurrence de la tumeur aprés la thérapie initiale.
L’identification de marqueurs caractéristiques de ces cellules qui permettraient leur
identification, leur isolement et leur ciblage thérapeutique est essentielle. En plus de la
présence de ces CSCs, les GBM sont caractérisés par une forte hétérogénéité inter-tumorale
qui contribue a 1’échec des thérapies actuelles. Ce constat a mené a I’établissement de
différents sous groupes de tumeurs établis selon leur expression génique (Phillips et al., 2006;
Verhaak et al., 2010). L’objectif de notre étude était de caractériser des primocultures de
GBM afin de mettre en évidence des différences moléculaires entre les sous-types de tumeurs

pouvant étre exploitées d’un point de vue thérapeutique.

Principaux résultats :

- Les primocultures de GBM sont trés hétérogénes d’un point de vue cellulaire et
moléculaire et reproduisent les caractéristiques morphologiques des tumeurs in vitro

- Les primocultures de GBM sont capables d’initier des tumeurs in vivo dans des
modeles de xénogreffes orthotopiques chez la souris

- Le sous-type mésenchymal se différencie des autres sous groupes par un métabolisme
glutaminergique couplé a ’OXPHOS

- Le sous-type mésenchymal peut étre sensibilisé par I’EGCG, inhibiteur de la GDH, a

la mort induite par I’étoposide

80
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Abstract
Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common brain tumor in adults. Current
treatment is resection (when possible) followed by radiotherapy and concomitant
chemotherapy (temozolomide, TMZ). However, these tumors have been shown to be
particularly resistant to therapy and refractory to cell death mechanisms. Consequently,
the prognosis is very poor with a median survival with standard-of-care radiation and
chemotherapy with TMZ of 15 months, and a S-year survival inferior to 8% . Hence, the
identification of predictive markers and development of more effective treatment
strategies are urgently needed. Recent large-scale genomic analyses have identified
distinct molecular signatures revealing subclasses within GBM. This molecular
heterogeneity may underlie differences in patient sensitivity to therapy and prognosis.
Tumor fragment from GBM patients were mechanically homogenized and the cells were
grown under define media conditions maintaining the initial tumor cell heterogeneity.
These primary cultures presented a gene-signature of the 3 GBM subtypes (proneural,
proliferative and mesenchymal) and were phenotypically very diverse in terms of
morphology, proliferation rate, and the expression of surface markers. All the primary
cultures were resistant to cell death upon radiation (5 Gy), TMZ or etoposide treatment.
Unexpectedly, the mesenchymal cultures were which are CD133-, are highly
proliferative. In addition, these cultures also differ from the other subtypes based on the
utilization of glutamine by the mitochondria. Finally, inhibition of mitochondrial
glutamine metabolism specifically sensitizes these cells to etoposide-induced cell death.
In conclusion, the molecular classification of GBM might provide useful insights
necessary for the development of more effective targeted therapeutics. Targeting

tumoral metabolism might improve the outcome for specific subsets.



Introduction

Glioblastoma Multiforme (GBM), the highest grade of glioma are the most common
and malignant type of primary brain tumor with an average survival at diagnosis of about 1
year (1). The current standard of care for patients with these tumor include resection followed
by radiotherapy with concomitant and adjuvant chemotherapy with temozolomide (TMZ) as a
first-line treatment (1) or with etoposide (VP16) for recurrent glioblastoma (2,3). However,
the median overall survival of 14-16 months remains dramatically low. In addition to their
diffuse and infiltrative nature making complete resection impossible, GBM are histologically
and molecularly very diverse, exhibiting heterogeneity both between patients as well as
within individual tumors. The only established GBM classification comprises de novo
(primary) versus secondary GBM (derived from lower grade astrocytomas). Although both
subtypes show characteristic genetic alterations, there are no clear-cut differences in terms of
prognosis and response to therapy. However, the selection of patients based on reliable
clinical, molecular and cell markers of the tumor may become a requisite in future
trials/treatment regimens. For example, it has been shown that patients harboring a methylated
O°-methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT) promoter, which would result in the
silencing of this gene repair enzyme presented an increased survival after receiving the DNA
alkylating agent TMZ compared to those with an unmethylated MGMT promoter (4-6).
Interestingly, in vitro studies have shown that the MGMT methylation status might be altered

with folate supplementation (7).

Despite the meaningful improvements in survival of GBM patients, emerging TMZ
resistance is mediated through enhanced MGMT activity (8,9), acquired mismatch repair gene

mutations (10,11) and the persistence of a rare population of cells harboring stem cell-like



properties, also called cancer stem cells (CSC) or tumor initiating cells (12). The CSC account
for 1 to 30% of a given tumor and have been defined as CD133+ cells and are able to
recapitulate the original in vivo tumor after orthotopic re-implantation, and even after serial
transplantation. They also display the potential to differentiate into neurons, astrocytes and
oligodendrocytes. In fact, these CSC have been implicated in the poor response to therapy
(13) as well as GBM recurrence after standard therapy (14). Furthermore, the metabolic
plasticity of CSC might drive GBM heterogeneity. Thus, understanding tumor heterogeneity
and/or CSC biology will help design better therapies against GBM and may limit tumor
recurrence. Recently, genomic and transcriptomic research efforts have delineated molecular
subclasses of GBM associated with patient outcome along with response to therapy. A gene
expression profile revealed that GBM can be subdivided into 3 subtypes based on patient
prognosis and gene expression clustering : mesenchymal, proliferative and proneural (15).
Subsequently, combined genomic and TCGA analysis by Verhaack et al. further subdivised

the proliferative subtype in 2 distinct subclasses, classical and neural (16).

In the present work, we examine how the tumor molecular heterogeneity can be
exploited to evaluate potential therapeutic targets. It has been shown that primary GBM cells
cultured in serum-free medium were tumorigenic, presented multi-lineage differentiation
potential and preserved the genotype of the original tumor while classical established cell
lines exhibit phenotypic, genomic and molecular divergence from the initial tumors (17).
Furthermore, this medium favors the growth and maintenance of CSC in contrast to medium
supplemented with serum which causes irreversible differentiation of CSC (18). We
confirmed that primary GBM cells cultured in serum-free medium exhibit a heterogeneity at
both the cellular and the molecular level. We show that primary GBM cells cultured in serum-

free medium growth as neurospheres presented a necrotic core, are tumorigenic and showed



multi-lineage differentiation potential. We validated the molecular heterogeneity at both the
cellular and the molecular level of this model. Furthermore, we report that the mesenchymal
glioma subtype characterized by the lack of CD133 expression exhibit a particular glutamine

metabolism that can be targeted to induce cell death.

Materials and Methods

Materials

Unless stated otherwise, all cell culture material was obtained from Life Technologies (Cergy
Pontoise, France) and chemicals were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Growth
factors and cytokines were obtained from Peprotech (Neuilly-Sur-Seine, France).

Cell culture

Human primary GBM cultures were derived from 16 patients diagnosed with high-grade
GBM after informed consent of the patients (Table 1). GBM primary cultures were grown in
defined medium (DMEM/Ham F12, 2mM L-glutamine, N2- and B27-supplement, 2ug/ml
heparin, 20 ng/ml EGF and 25 ng/ml bFGF, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin)
at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,. When needed, epigallocatechin-3-gallate
(EGCG) (Sigma-Aldrich) was added at 110 pM or fetal calf serum at 10%. Culture media was
changed every 2-3 days.

Cell treatments

For cell death experiments, 0.5 x 10° cells were plated and treated the next day with 50 pg/mL
etoposide (Mylan) for 24h, 500 ng/mL. TRAIL (PreproTech) for 5h, 50uM témozolomide
(Interchim) for 72h or with 5Gy irradiation. y-Irradiation was carried out in a Faxitron CP160
irradiator (Faxitron X-ray Corporation). For inhibition of the glutaminolysis pathway, 0.5 x
10° cells were plated and treated the next day with 110pM EGCG for 6 days before cell death

experiments.



Proliferation and cell death

Cell number and viability were determined using the Countess optics and image automated
cell counter (Life Technologies). Cells were mixed with trypan blue (1:1) and loaded into a
Countess chamber slide. The image analysis software was used to automatically analyze the
acquired cell images to give cell count and viability. Data were plotted either as the number of
viable cells or as the percent of dead cells. Cell death by apoptosis was assessed either by
measuring caspase 3 activity using the fluorogenic substrate Ac-DEVDAMC as described in
(19) or by determining the percent of apoptotic cells using the NC-3000 (Chemometec).

Soft agar and limiting dilution assay

For the soft agar assay, 800 primary GBM cells were resuspendend in 0.35% soft agar and
seeded on a 0.5% agar layer in a 6-well plate. EGCG was added in both the soft agar layer
and the media, as indicated. After 3 weeks, the cultures were scanned using a Leica
DMI6000B and the Metamorph program. Limiting dilution assay (LDA) were performed to
determine the frequency of CSC. Final cell dilutions ranged from 200 cell per well to 1 cell
per well. At day 7 and 14, the fraction of wells free of neurosphere for each cell plating
density was determined. These results were plotted against the number of cells plated per
well. The number of cells required to form one neurosphere, which reflects the frequency of
CSC in the entire population, was determined as described in (20).

RT and qPCR

Cells were washed twice in PBS, then total RNA was isolated using the Total RNA
Nucleospin kit (Macherey Nagel, Diiren, Germany) following the manufacturer’s instructions
including DNAse I treatment. After RNA quantification using the Nano Drop (Nano Drop
ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), the RNA quality was checked

using the Total RNA 6000 Nano kit and the Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent, CA, USA).



The RIN (RNA Integrity Number) was > 9 in all cases. 1 pg RNA was reverse transcribed
using Maxima First strand cDNA synthesis kit (Fermentas, ThermoFischerScientific, MA,
USA). Quantitative real-time PCR assays were performed using the qTOWER Quantitative
PCR system (AnalyticJena AG, Jena, Germany). Reactions were performed in triplicate using
the Perfecta Sybr Green FastMix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD 20877), in a 10ul
final volume with 10ng cDNA, and 0,3uM of each primer. A melting curve was performed in
each experiment to insure the specificity of the reactions, and PCR efficiency, evaluated by
standard curves, were >85% in all cases. To normalize the data four housekeeping genes were
used. The sequences of the primers are reported in supplementary data (Table S1). The data
are reported as Ct normalized to the average expression of all housekeeping genes in all tested
samples.

Flow cytometry and immunofluorescent staining

GBM primary cells were dissociated, washed and either directly marked for surface marker,
or fixed and permeabilized for intracellular protein staining. The cells were fixed 10 min with
4% paraformaldehyde and permeabilized with 0.5% saponin. 1x10° cells were labeled with
SSEA1-Alexa488 (BD Pharmingen), CD133/1-APC (MACS, Myltenyi Biotec), CD90-PC5
(Beckman Coulter), CD44-APC (BD Pharmingen), DR4 (e-Bioscience), DR5 (e-Bioscience)
antibody diluted in PBS-BSA 1% for lhour at 4°C. For non-coupled antibodies cells were
incubated 1 hour at 4°C with Alexa-488-coupled secondary antibody (Life Technologies).
Data acquisition was performed on a FACS calibur (Becton Dickinson). Data were analyzed
using the Flow Jo software. For immunostaining, neurospheres were dissociated and spotted
onto laminine-coated slides. The cells were then fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min,
permeabilized with 0.1% SDS for 10 minutes, blocked with 3% BSA for 20 min and
incubated with primary antibody for 1 hour followed by Alexa-568-coupled secondary

antibody incubation (Life Technologies) for 1 hour. Primary antibodies recognize GFAP



(Calbiochem, Darmstadt, Germany), Nestin (Millipore, Temecula, CA, USA), Olig2 (Abcam,
Cambridge, UK) and f-Tubulin (Sigma-Aldrich). Cells were mounted in a medium
containing Dapi (Life Technologies) to visualize nuclei. The staining was detected by epitome
microscopy (Zeus Ax overt 200-M inverted microscope and Univision 4.6 program).
Biochemical analysis

To evaluate the consumption of aminoacids (AA), their concentration in culture medium was
measured by LC/MS/MS using the aTraq kit (ABSciex, MA, USA). This kit enable to label
45 AA with a mass tag. The AA were separated on 1220 Infinity HPLC system (Agilent, CA,
USA) and analyzed with the 3200 QTrap system (AB-Sciex, MA, USA). The quantification
of each AA was done using the Analyst software. Each AA has an internal standard labelled
with a different mass tag therefore the concentration of the amino acid in the sample was
easily calculated : (area AA sample/area AA internal standard)* concentration internal
standard. Internal and external quality controls were included during the process. Glutamine
consumption was determined as the substraction of glutamine after 72 hours cultures to the
amount of glutamine initially present in the medium. For glutamine utilization with BIOLOG
analysis, cells (30x10°/well) were plated on the BIOLOG microarray PMM2 for 24 hours in
IFM1 medium supplemented with glutamine (0.3mM) and glucose 0.5mM) if indicated. Cell
growth was the recorded for 24 hours using a MTT-based reagent (Dye A).

Oxygen consumption rate (OCR) and extracellular consumption rate (ECAR)

Cells were plated at 40000 cells/well in 24-well XF (Extracellular Flux) cell culture
microplate (Seahorse Bioscience, Copenhagen, Denmark) coated with laminin (1pg/ml) or
with Cell Tak (1pg/ml). Oxygen consumption (OCR) and extracellular acidification rate
(ECAR), reflecting respectively mitochondrial oxidative metabolism and glycolysis, were
measured using a XF24 Analyzer (Seahorse Bioscience) as described in (19). Determination

of maximal OCR after oligomycin and CCCP injections allowed the calculation of the



mitochondrial spare capacity. Coupling efficiency corresponded to OCR inhibition by
oligomycin. Mitochondrial respiration coupled to mitochondrial glutamine utilization was
calculated as the difference between basal OCR and OCR after glutamine injection (2mM).
Orthotopic injections in NSG mice

Six to twelve-week-old NSG mice were purchased from Charles River laboratories
(Wilmington, MA). Mice were bred in the animal facility of the University of Nantes under
specific pathogen-free status and manipulated according to institutional guidelines. The
protocols were approved by the regional ethics committee of the Pays de la Loire (France).
For orthotopic injections, mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of ketamine
(10 pg/g) and xylazine (1 pg/g) and were placed in a stereotactic frame (Stoelting, Dublin,
Ireland). The animals underwent an injection (0.5 uL/min) of 10 to 100 x 10° tumoral cells in
3 uL sterile PBS with a Hamilton syringe, 2 mm on the right of the medial suture and 0.5 mm
in front of the Bregma, at a depth of 2.5 mm. Syringe was held in place for an additional
minute and was slowly removed to avoid backfilling of the solution. Animals were daily
observed and euthanized when characteristic symptoms occurred, such as reduced mobility

and significant weight loss.

Results

GBM neurosphere retains tumor cellular heterogeneity

Cells derived from 16 GBM were cultured under define medium condition and subsequently
analyzed to validate these cells as suitable and relevant in vitro GBM models (Table 1).
Under these conditions, half of the primary GBM cells grew as neurospheres in suspension.
The other half of GBM cells grew as a mixture of adherent cells and neurospheres. These

neurospheres were either in suspension or adherent (Fig. 1A). Phase contrast analyses of the



neuropheres showed a central and necrotic core (Fig. 1B). Expression of the neural progenitor
marker Nestin, the astrocyte marker GFAP, the oligodendrocytic marker Olig2 and the
neuronal marker Tuj was analyzed by immunofluorescence (Fig. 1C), FACS (Fig. 1D) and
Western blot (data not shown) and revealed a cellular heterogeneity within these GBM
primary cultures. All GBM primary cultures exhibit cytoplasmic Nestin expression. However,
the respective proportion of GFAP, Olig2 and Tuj expressing cells varied from one GBM
primary culture to an other. Furthermore, GBM primary cells grown in presence of serum
exhibited morphological changes characteristic of differentiated cells such as adherence,
extension and loss of stemness marker expression (Fig. 1E and 1F). Expression of astrocyte
(GFAP), oligodendrocyte (Olig2) and neuronal (Tuj) markers was significantly increased in
cells cultured in the presence of serum compared to those in define medium (GFAP p<0.01 ;
Tuj p<0.05). Finally, global metabolism has been analyzed in GBM primary cells under these
two conditions. All primary GBM cells analyzed exhibit a significant oxidative shift in

presence of serum.

Finally, the tumorigenic potential of these primary cultures was assessed in vivo using an
orthotopic mouse model. After intracranial injection of GBM primary cells in immune-
deficient mice, the mice were monitored over a 6-months period. Several mice survival
profiles have been observed depending on the GBM-primary cultures (Fig. 2A and Table 1).
Some GBM cells were highly tumorigenic and led to a rapid loss of appetite and subsequent
sacrifice of the mice within 50 days (GBM-1, GBM-10). Other mice presented neurological
symptoms after a longer post intracranial-injection period and some mice were asymptomatic
up to the end of the experiment. However, immune-staining using an MHC class I antibody to
detect tumor cells in the brain 6-months following tumor cells injection showed the presence

of a tumor even in asymptomatic mice (Fig. 2B, GBM-11 and GBM-13).



Thus, GBM primary cells maintained in define medium recapitulate several histopathological
key features/hallmarks of solid tumor such as a cellular heterogeneity, a necrotic core and are

highly tumorigenic.

GBM neurospheres are resistant to various cell death inducers

Besides cellular heterogeneity, GBM are also characterized by a molecular heterogeneity. In
order to identify different molecular subtypes, transcriptomic analyses were performed on our
GBM collection (Fig. 3A) and showed the presence of the 3 subtypes defined by Phillips et
al., mesenchymal (n=5), proliferative (n=7) and proneural (n=4) (Table 1). Gene expression
differences of BCAN, Olig2, CD133 and GFAP between subtypes were confirmed using
gPCR analysis (Fig. 3B). All these genes were more expressed in the mesenchymal subtype
compared to the other subtypes. However, whereas this analysis allowed the discrimination
between the mesenchymal subtype from the other subtypes, it did not allow the discrimination
between proliferative and proneural cells. Several parameters such as proliferation and
sensitivity to various cell death inducers were measured to determine if this molecular
classification reflected functional differences. The proliferative GBM subtype proliferated
significantly slower than mesenchymal and proneural subtypes (Fig. 3C). Patients with GBM
are usually treated with radiation and chemotherapy with temozolomide. However, only one
proneural subtype (GBM-7) was sensitive to radiation but insensitive to TMZ. All the other
primary GBM cells were resistant to both treatments (Fig. 3D and 3E). Other cell death
inducers were also tested such as etoposide and TNFa-Related Apoptosis Ligand (TRAIL).
Most of the primary GBM cells were resistant to etoposide-induced apoptosis except 2 GBM
primary cells belonging to the mesenchymal subtype (Fig. 3F). The treatment leading to the
highest number of sensitive GBM primary cells was obtained with TRAIL (Fig. 3G). Primary

GBM cells expressed both Death Receptor 4 (DR4) and DRS. However, while all GBM



primary cells exhibited very strong DRS expression, DR4 expression varied from a few
percent to nearly 70% of DR4 expressing cells (data not shown). Furthermore, there was a
significant correlation betwen DR4 expression and TRAIL sensitivity, independantly of the

GBM subtypes (Fig. 3G).

Mesenchymal GBM cells are CD133"

We previously showed that GBM primary cells expressed the stemness marker Nestin. To
characterize more precisely the presence of CSC, limiting dilution assay (LDA) and analyses
of GBM stem cell surface markers were performed such as CD90, CD44, CD133 and CD15.
LDA showed that all GBM primary cultures contained in average 40% of stem cells,
independently of the subtype (Fig. 4A). A single GBM primary culture exhibited expression
of CD15 (GBMI10 ; data not shown). In contrast, all the GBM primary cultures contained
around 60% of CD44+ cells, with no significant differences in median fluorescence intensity
(MF]I) or between subtypes (Fig. 4B). Every cells of the proliferative GBM subtype expressed
CD90 while both the proliferative and mesenchymal subtypes contains various amount of
CD90+ cells (Fig. 4C). Finally, a striking difference was observed with expression of CD133
between the different subtypes. Indeed, while the proliferative and proneural subtypes
contained a percent of CD133+ cells ranging from a few percent to 50%, all of the

mesenchymal GBM primary cells expressed very few or no CD133+ cells (Fig. 4D).

Glutamine sustains mitochondrial respiration in mesenchymal GBM cells

The metabolism of GBM primary cells were characterized using the Seahorse technology.
Most of the GBM primary cultures exhibited an overall slow metabolism (Fig. SA). Indeed,
both oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate (ECAR), reflecting

respectively mitochondrial oxidative phosphorylation and glycolysis, were below 200



pmoles/min/40000 cells for OCR and 10mpH/min/40000cells for ECAR. However, a few
GBM primary cells exhibited a singular metabolism with one GBM culture presenting a very
high mitochondrial metabolism and 3 other GBM cultures exhibiting both a high
mitochondrial metabolism and a high glycolytic rate. However, despite these particularities,
there was no correlation between metabolism and the subtype or the morphology of the
cultures (adherent versus neurospheres) (Fig. SA and 5B). Of note, similar results were
observed when measurements were recorded from cells plated on laminin or directly from
neurospheres (data not shown). In addition to basal OCR and ECAR parameters, the coupling
efficiency as well as the maximal respiration rate were calculated after addition of
oligomycin, an ATP synthase inhibitor, and CCCP, a mitochondrial uncoupler, respectively
(Supplementary Fig. 1A and B). Mitochondrial coupling efficiency reflects the efficiency of
mitochondria to convert oxygen in ATP whereas determination of maximal respiration rate
allows the calculation of mitochondrial spare capacity. No difference in coupling efficiency
nor in mitochondrial spare capacity was observed between GBM primary subtypes. However,
it was quite surprising to observe that a very weak mitochondria spare capacity was observed
in all GBM primary cells. Next, we investigated if the cells were consuming any particular
amino acids by LC/MS-MS analysis. Interestingly, mesenchymal GBM cells consumed 3-
times more glutamine than the other subtypes (Fig. 5D). These results were confirmed with
the Biolog technology which allowed a metabolic profiling of the cells. Indeed, mesenchymal
GBM cells were able to metabolized glutamine unlike the other subtypes, in presence or in
absence of glucose (Fig. 5D and Supplementary Fig. 1C). Expression of several proteins
involved in cellular glutamine metabolism were analyzed by western blot including glutamine
transporters SLC1AS and ASCT2, glutaminase (GLS), glutamate dehydrogenase (GDH) and
glutamine oxalate transaminase (GOT2). However, no difference was observed in the

expression of all these proteins except a slight increased in GLS expression in mesenchymal



primary cells compared to other cell subtypes (Fig. 5E). In order to characterize futher
glutamine metabolism in these cells, oxidative phosphorylation coupled to glutamine
metabolism was measured in the various subtypes (Fig. 5F). Interestingly, all mesenchymal
GBM cells increased OCR when glutamine was added in the medium in contrast to other
subtypes. Altogether, these results showed that mesenchymal subtype is characterized by a

singular mitochondrial metabolism based on glutamine utilization.

Inhibition of mitochondrial glutamine metabolism sensitizes GBM cells to cell death

The next question was to determine if this particular metabolism could be targeted in order to
either reduce tumor cell progression or induce tumor cell death. Since mesenchymal GBM
cells can be discriminated from the other subtypes through mitochondrial glutamine
utilization, we treated the cells with EGCG, a polyphenol previously described as an inhibitor
of GDH (21). These cells were treated with EGCG for 24 hours and glutamine coupled OCR
was determined. The presence of EGCG in the medium prevented an increase in OCR after
glutamine addition as shown in Fig. 6A. The effect of EGCG on cell proliferation and cell
death was then evaluated. No difference in global cell proliferation was noted after 3 days of
EGCQG treatment (data not shown). Cells at low density were then plated on soft agar, grown
for 3 weeks in the presence or in the absence of EGCG and the number and the size of
colonies were measured (Fig. 6B, left panel GBM-1). Colonies size distribution was
unchanged between the 2 conditions in all the primary GBM tested. However, the number of
colonies were significantly decreased in presence of EGCG in the mesenchymal GBM cells
(Fig. 6B) whereas EGCG had no effect on other subtypes. In order to determine if the
decreased number of colonies could be explained by a decreased in stem cells abundance,
Nestin and differentiation markers expression was analysed by FACS in presence of EGCG

for 3 days. No difference was observed between EGCG treated cells and control cell (Fig.



6C). Finally, several cell death inducers were tested. Interestingly, while EGCG did not affect
cell death sensitivity of non-mesenchymal GBM primary cells, a significant increased of
etoposide-induced DEVDase activity was observed in all mesenchymal GBM primary cells

(Fig. 6D).

Discussion

GBM is a devastating disease for which there is no curative treatment. A better
understanding of tumor biology is crucial for the progress and improvement of current
treatments. Tumor cell heterogeneity is a well-recognized hallmark of solid tumor including
glioblastoma, and plays a crucial role in tumor growth, metastasis, angiogenesis and tumor
resistance. In our studies, we showed that primary cultures derived from patient tumor
fragment and grown in define medium retain tumor heterogeneity at both the cellular and the
molecular level. Furthermore, cell organization in neurosphere recapitulates, at least in part,
the complex architecture of a solid tumor with interaction with adjacent cells, and several
histo-morphological properties of solid tumor such as a central necrotic core. Development of
these cellular pseudo 3D models represent an interesting alternative to the in vivo model and
might improve clinical and research studies in the cancer field.

Numerous publications report that the poor response of patients to the actual
treatment, namely the Stupp protocol based on radiation and chemotherapy with TMZ, as well
as the recurence of the tumor after therapy can be mediated by the persistence of a rare
population of cells harboring stem cells-like properties. Besides being involved in tumor
heterogeneity, these cells are known for their enhanced mismatch repair system, expression of
ABC efflux pumps and their resistance to various cell death inducers. Survival after GBM
might then involve complete eradication of this population. In GBM, these cells have been

mostly defined as CD133+ cells. In our models, mesenchymal GBM primary cells contain a



subpopulation of cells with stem cells-like properties as the other subtypes. However, the cells
of this subtype did not express the CD133 marker. This result is in agreement with a previous
report showing the lack of CD133 expression in some GBM (22). Furthermore, recent
publications have shown that CD133- cells exhibit stem cells-like properties similar to
CD133+ cells (23-25).

In addition to glucose addiction, the involvement of glutamine metabolism in tumor
cells has received increasing attention in the past years. Several studies have shown that
inhibiting one of the two key enzymes involved in glutaminolysis, glutaminase or GDH,
suppresses cancer cell proliferation and growth (26-28). Consequently inhibiting glutamine
metabolism is an attractive target to improve therapeutic strategy. In this study, we investigate
the link between metabolism and resistance to cell death. We show that in cells where
glutamine metabolism is coupled to mitochondrial oxidative metabolism, pharmacological
impairment of glutamine metabolism promotes apoptosis. However, a recent metabolic flux
analysis of "’C-labeled nutrients in human orthotopic tumor models challenge both aerobic
glycolysis and glutamine catabolism by cancer cells (29). In this study, glutamine catabolism
was undetectable in orthotopic GBM or in primary cells isolated from these tumors. However,
the fact that only 3 orthotopic tumors were tested in this study might be a limitation. Indeed,
among the 16 GBM primary cultures tested in our study, only 5 of them exhibited glutamine
catabolism coupled to mitochondrial respiration, each of which belong to the mesenchymal
subtype. This proportion of mesenchymal subtypes accounts for roughly 30% of all GBM is
consistent with other studies (15,16,30). Thus, only a restrictive number of tumors might
exhibit an oxidative metabolism sustained by glutamine.

Subtype assignment of our GBM primary cultures based on the molecular
classification proposed by Phillips et al. highlights some functional differences between the

subtypes. Mesenchymal subtype is characterized by a high proliferation rate, in agreement



with its known aggressivness in patient, presence of stem-like cells lacking CD133 expression
and glutamine catabolism coupled to mitochondrial oxidative phosphorylation. In clinic, PET
imaging using '*F-fluorodeoxyglucose is routinely used to detect tumors. Recently, PET
imaging using a fluoro glutamine analogue reveal the presence of tumor in a mouse model of
glioma xenograft (31). Thus, glutamine metabolism could be used to discriminate
mesenchymal subtypes from the other subtypes. Since this metabolism can be targeted to
promote tumor cell death. This opens a new window toward a personalized medicine where
metabolic inhibitors could be combined to current treatment in order to improve survival
outcome. Another study shows that a compensatory glutamine metabolism regulated through
mTORCI1 might be associated with a resistance to treatment (32). These results combined
with our studies might shed some light onto why mesenchymal cells are refractive to
treatment. The mesenchymal profile has been associated with an increased susceptibility to
oxidative stress in lung (33) and clinical outcome in GBM (15). Metabolic fingerprints have
also been associated with cell survival in lymphoma (34) as well as drug sensitivity to
metabolic inhibitors in pancreatic adenocarcinomas (35). However, whether these
classifications reflect different types of tumors (one tumor = one subtype or mix of different
subtypes within the same tumor) remains an open question. In fact, a recent study showed that
different samples obtained from the same tumor can be classified into different subtypes (36).
In addition, other factors such as tumor microenvironment (stroma, hypoxia) influence
sensitivity and adaptation of tumor cells. The surviving cell population after therapy probably
corresponds to an heterogeneous populations of malignant cells with various genetic
aberrations and metabolic adaptations that allow them to survive the initial treatment. Thus, if
the establishment of tumor molecular classification provides an unique opportunity to
evaluate potential therapeutic drugs in relation to functional and molecular features of tumor

cells, the development of personalized treatment needs to be based on multimodal approaches.
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Tumor Age Grade Treatment | IDH™ | MGMT | Survival
GBM1 GBM IV

GBM4 68 GBM IV WT Me
GBM8 35 GBM IV WT no
GBM11 70 GBM IV WT

GBM12 49 GBM IV no
GBM3 79 GBM IV WT

GBM6 72 GBM IV RT+TMZ Me
GBM10 GBM IV

GBM16 63 GBM IV RT+TMZ Me
GBM14 68 GBM IV no
GBM?2 73 GBM IV WT

GBM13 59 GBM IV WT

GBM5 66 GBM IV RT+TMZ no
GBM7 64 GBM IV RT+TMZ no
GBM9 67 GBM IV RT+TMZ Me
GBM15 49 GBM IV RT+TMZ

Table 1




~ GBM-8  GBM-6 GBM-9 1 olig2
1001 D TUj
% go{ IH GFAP
(3)
.“2’ 60+
@ 404
o
® 201
0-
F G
Il Octs -
3 sox2 GFAP
501 Nestin 251 Olig2
@ 2 5o Tui
2 401 )
o0 o
@ 20 @ 10+
2 s
o~ 104 >~ 5
0- 0-
& < R
& K

146 7 8 9101113

*%




100

!

|

| M=

L —- GBM-9
50 : l_._..! ee —-= GBM-10

I ! —- GBM-3

= b . i -« GBM-11

: —— GBM-13

Percent survival

0 50 100 150 200
Days

Fig. 2



30 BCAN
20
10
0
1 4 8 1112 56 910141516 2 3 7 13
30 Olig2
20
o
- 10
)
O o
(o)) 14 8 1112 56 910141516 2 3 7 13
c
3|30 CcD133
]
~ 20
o
1 10
)
1l o
|: 1 4 8 1112 56 910141516 2 3 7 13
(@]
40 GFAP
g
30
20
10
14 81112 56 910141516 2 3 7 13
M Non-M

(@)

2 200-
(J
c 150-
S
® 100
2
T.-_’ 501
o
0
E
P 50
§ 40-
2 30-
g 20-
2 104

)

DEVDase activity (au)

*kk *

2001
1501
100A

50+

[MINR3 485 1

INR06_956_2_3
INRO5 957 1_1
INR10_189_1_1
INRO1-957 2 2
INR02_956_1_3
INR127189 21
INR03_957_2_4
INR09_964_2_1
INRO4_964 2 3
NRO7 957 1 2 U

INR08_957 2 3

NR11 964 1 3

D

L
o 100~
o
L 807
- A
S 60
oy
8 40 a
o - ®
g 201° 4
3 0-
M P PN
F
3A150'
Ec
8 ©100+
0o 2 *
g o
§35§ 50'_}5- a)
[ ]
A . * EE%:
M P PN

-50-




b
n_@___u
“oHa

100~

S||199 Wdls %

O © o o
©® ©® ¥ W

— GBM-12
— GBM-1

100 150 200

Cell number

50

o = a4 o <

:.o:umt 6o

AT+|_A
B HEs
W

Fig. 4

PN

a HYy
o nilmﬂ o

o=

100~
80
60-
40+

SI199 +06d9J %

© O O o
© < «

SIIPI +EE€1LAD %

— GBM-1
-- GBM-10

— GBM-1
-- GBM-10

CD44
CD90

10 10*

CD133

10!

10°

© O © © ©
© ® ©® ¥ W
e
S|192 +¥¥AD %
o
NI
= =
o m -
GO -
| ! ==
i < e
>
-~

300 -
200 -
100
300 -
200 -

100 1

wuno)



4
o
i L - o
=
Am.m_ "o K — - =
I 1 || 1 1 N
2| o _u_.n_lﬂ_ ofla « & 2 2w -° o
(ne) aunoes/uoissaidxa S1H o
* o=
1 1 1 1 1 E M
o o o o o o o I T T T T 1
N < ® N ‘ _ 2 % % w o 1 o
dvO3/d00 M L m uoljepIxQp auliweln|y o,
m ST
o f - N m
J.l 4-' s - S =
=e8 5 2 2 =%a
coe GO My C8 £
- O i T B m °e<dn
T % N -
Mv 1 1 1 1 B
o 8 8 8 8 ° 8 3
(4] m - - ! L O
xS 56500 o
_o__ L o A < D = o
“BE z -Q
s w ® o W ) alu_ -0
Q 8 T o y - m
o £ “% -
1 1 1 1 o = 9& oo -0
8 8 8 8 ° S 1w 9 1 9 & S
< (42} (9] - (4] - - o o n_.M_v
(s112200001/utwyajowd)
40 (Voww) dsuyweinysH (s11920000%/uiw/ajowd) HOO

< (&) T8

Fig. 5

Time (mn)



Counts

Counts

A GBM-1
n 600- ] CTR
9 A" CTR N Il EGCG
o 80' C_) 4 o ]
S 5 £
S | 212 4004
g 60 3 =
£ 40 s z
3> g EGCG _g 2004
Q_ 40-
£ 201 El» ©
z T Z|, 0
o o . > ' '
e CTR EGCG Size (pm) M PN
(@)
C
Convs. EGCG
Nestin gw ¢ . "m | GFAP
62.9% =» 68.52% 3 i 6.26% —» 8.94%
p 0100 1of 102 10% 10t
FL1-H
¢ 1 " OLIG-2
Tuj 3 N . 5.32% =» 6.45%
o 2.35% = 2.18% o100 10! 1(52 'uIJ I 10
FL1-H
D
> —
_-E 4= - + EGCG g 4 *
2 ] - Ecca -
© 34 2 34 /=
o 2
® °
8 24 c 24
g )
T & 1- ——
(=] o
z 5
2 0- (=) 0-_|_|_
1 4 8 11 12 2 9 10
— Mes non-
Mes GBM non-Mes GBM Mes

Fig. 6



<

=&«
:

© © © © o
©® © ¥ «

d00 Xew %

1001

© o o
¥ «

A<
oo e
X

1001

(%) Aouaio1yyae Bulidnon

GLN early

GBM-1

GBM-10

P<0.001

665d0

Time

Supplementary 1



BCAN

For :

GGACGCTCCTAGAATTTGAAACAC

Rev : CACAGAGCCTCATCCTCCAC
CD133 For: AGACCCAACATCATCCCTGT
Rev: TTTGTTGGTGCAAGCTCTTC
OLIG 2 For : ACAGAACCCCCAAATAACCC
Rev : GAAACTACCCCACCGACTCA
GFAP For: CGATCAACTCACCGCCAACAG
Rev : ACTCAATCTTCCTCTCCAGATCCA
S28 For: TTGTGACAGACCATTCCC
Rev : TTTTGGAGTCAGAGCGAG
RPLPO For : GATTACACCTTCCCACTTGCT
Rev : TAGTCAAAGAGACCAAATCCCA
TATA For: CAAGAGTGAAGAACAGTCCAG
Rev : ACAAGGCCTTCTAACCTTATAGG
GAPDH For: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
Rev : GAAGATGGTGATGGGATTTC

Table S1 Primers listing




Tables and Figure legends

Table 1 : Patient characteristics and corresponding GBP primary cells

The morphology of cells was annotated after the first passage in defined medium.

Fig. 1 : Primary cultures of GBM in define media retains initial tumor heterogeneity

A/ Non-adherent and Adherent neurosphere with phase-contrast microscopy of primary
cultures (white field images x20). B/ Images of neurospheres using phase contrast
microscopy. C/ Immunostaining of Nestin (NES), GFAP and Tuj (bTUB) in primary cultures
plated on laminin (left panel). D/ FACS analysis of primary cultures is shown on the right
after GFAP, Olig2 and Tuj staining. E/ Images with phase-contrast microscopy of primary
cells in defined medium (DEF) and in presence of 10% sérum (SER). F/ Quantification of
high-throughput imaging (HTS) after immunofluorescence staining for the stemness markers
Oct4, Sox2 and Nestin in define media or after serum exposure (3 weeks). Results were
significantly different for Nestin (p<0.0001). Statistics were performed using one-way Anova.
G/ Quantification as in (F) after immunfluorescent staining for the neuronal marker Tuj, the
oligodendrocyte marker Olig-2 and for the astrocyte marker (GFAP) in defined medium
(DEF) or after serum exposure (SER) (3 weeks). Results were significantly different for
GFAP (p<0.01) and Tuj (p<0.05). Statistics were performed using one-way Anova. H/ Global

metabolism shown as the ratio OCR/ECAR using Seahorse technology.

Fig. 2 : Orthotopic injection of primary GBM cells
A/ Mice survival after intracranial injection of primary cells cultures. B/ Immunochemistry of

GBM tumors after resection using an antibody against humanMHC-I.



Fig. 3 : Molecular characterization and cell death sensitivity of primary GBM cell

A/ Molecular subtypes of primary GBM cultures were determined using transcriptomic
analysis. B/ Expression levels determined by q-PCR of BCAN, Olig2, CD133 and GFAP in
our primary GBM cultures. C/ Proliferation was assessed using MTT on laminin-coated
plates. D/ Cell death was measured 72 hours after irradiation (5Gy). Results are presented as
percent of positive cells in pro-GO phase. E/ Cell death was measured 72 hours after TMZ
(50uM) exposure. Results are presented as percent of positive cells using Trypan blue
exclusion. F/ Apoptosis was measured 24 hours after etoposide (50ug/mL) exposure.
DEVDase activity was analyzed using a DEVD-AMC substrate. G/ Correlation between DR4

expression and TRAIL (500ng/mL) sensitivity (1’=0,741)

Fig. 4 : Mesenchymal GBM stem cells are CD133"
A/ Stem cells enrichment in the different subtypes was determined using the limiting dilution
assay (LDA). FACS analysis of CD44 (B), CD90 (C) and CD133 (D) expression in the

different molecular subtypes of primary GBM cultures.

Fig. 5 : Increased glutamine metabolism in mesenchymal GBM cells

A/ Balance between mitochondrial oxidative phosphorylation (OCR) and glycolysis (ECAR)
using Seahorse technology. B/ Global metabolism determined as the ration OCR/ECAR
determined in (A). C/ Glutamine consumption of primary GBM cells was calculated from
glutamine measurement from media after 72h of culture compared to media without cells. D/
Glutamine utilization was recorded over time using the Biolog technology. E/ Expression of
glutaminase (GLS) was measured based on western blot after normalization with actin. F/

Mitochondrial respiration coupled to glutamine utilization (OCR; ) was measured in primary



GBM cells using Seahorse technology. OCRg, y was calculated from the substraction of basal

OCR to OCR after glutamine injection.

Fig. 6 : Inhibition of OCR, \ sensitizes mesenchymal GBM cells to etoposide-induced
cell death

A/ EGCQG inhibits mitochondrial respiration fueled with glutamine. OCR,  was calculated as
described in Fig.5F 24 hours after EGCG (110uM) exposure. B/ Inhibition of colony
formation with EGCG. Cells were plated in soft agar and treated for 3 weeks with EGCG
(110uM). The number of colony was calculated by time lapse analysis. C/ Differentiation
profile after 5 days of EGCG (110uM) treatment. Expression of the stemness marker Nestin
and differentiation markers GFAP, Olig2 and Tuj was analyzed by FACS. D/ Etoposide-
induced apoptosis was assessed 6 days after EGCG (110uM) treatment by measuring the

DEVDase activity.

Supplementary 1 :
Coupling efficiency (A) and mitochondrial respiration expressed as % of maximal respiration
(B) of primary GBM cells. Glutamine utilization in absence of glucose recorded over time

using the Biolog technology (C).
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IV. Discussion Générale

Les GBM sont la forme la plus fréquente et la plus agressive des tumeurs cérébrales
chez I’adulte. En 2005, le t¢émozolomide a été inclus dans le protocole de thérapie des GBM
en traitement concomitant et adjuvant a la radiothérapie ce qui a permis une augmentation de
la survie des patients a 2 ans (Stupp et al., 2005). Cependant, ce gain de survie reste trés faible
avec moins de 11% des patients survivants a 5 ans (Preusser et al., 2011). Ce faible pronostic
pourrait s’expliquer par 1’hétérogénéité tumorale entre patients ainsi qu’au sein d’une méme
tumeur. Ainsi entre patients, les différences d’expression d’oncogeénes et de geénes
suppresseurs de tumeurs induisent une hétérogénéité de réponse & un méme traitement. Par
exemple, les patients présentant une hyperméthylation du promoteur de la MGMT sont plus
sensibles au t¢émozolomide et ont un meilleur pronostic de survie (Stupp et al., 2009). De plus,
au sein d’une méme tumeur, coexistent des cellules plus ou moins différenciées et notamment
des cellules souches cancéreuses trés résistantes au traitement. Cette population serait, au

moins en partie, responsable de la récurrence de la tumeur apres la thérapie initiale.

Lors de ma thése, je me suis intéressée a la relation entre le métabolisme et la
sensibilité a la mort cellulaire dans le GBM. Nous avons étudi¢ différentes voies métaboliques
via la mutation d’enzymes comme IDH et via des inhibiteurs de la glutaminolyse. Ces études
ont ét¢ menées a la fois a partir de lignées humaines de gliome mais également de
primocultures établies a partir de prélevements tumoraux issus de patients. Nous avons ainsi
pu mettre en évidence une corrélation étroite entre métabolisme et sensibilité a différents

inducteurs de mort dans ces deux modéeles cellulaires.

Pertinence des modéeles d’étude

Les différents projets menés au cours de ma thése ont fait appel a 1’utilisation de
lignées et de primocultures de GBM. L’utilisation de primocultures cultivées en milieu défini,
c’est a dire en absence de sérum mais en présence de facteurs de croissance, permettent de
conserver les différents types cellulaires initialement présents au sein de la tumeur. Nous
avons ainsi montré, au sein de nos primocultures, la présence de cellules a caractére souche
capables de s’autorenouveller sous forme de neurospheres et de se différencier en différents

sous-types cellulaires lorsqu’elles sont cultivées en présence de sérum. De plus, ces
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neuropheres recréent in vitro un modele pseudo-3D reproduisant les caractéristiques
morphologiques de la tumeur comme le coeur nécrotique. Enfin, ces cellules sont également
capables d’initier des tumeurs lorsqu’elles sont implantées chez des souris
immunodéficientes. Il a ét¢ montré que les primocultures conservent un génotype trés proche
de celui de la tumeur dont elles sont issues et ce méme apres plusieurs passages (Lee et al.,
2006). De plus, elles sont capables de reproduire une tumeur in vivo présentant le méme
phénotype que la tumeur originale. Cependant, nous avons observé dans 1’équipe la perte de
la mutation /DH présente chez le patient aprés mise en culture des cellules in vitro. Cette
observation a d’ailleurs été observée par d’autres équipes qui montraient que cette mutation
n’était conservée que dans de rares cas de xénogreffes chez la souris sans mise en culture in
vitro préalable (Navis et al., 2013). Si I’hétérogénéité cellulaire des primocultures est un
avantage puisqu’elle reflete au mieux la tumeur des patients, elle constitue également une
limite. La compréhension des voies de signalisation et de sensibilit¢ aux traitements est
compliquée par la diversité de réponses des différentes sous-populations cellulaires présentes
dans la primoculture. De plus, ces primocultures forment des neurosphéres in vitro les rendant
plus difficiles a manipuler que les lignées cellulaires. En effet, la dissociation de ces

neurospheres fragilise les cellules et entraine un faible pourcentage de mort.

Si contrairement aux primocultures, les lignées possédent un génome trés instable,
acquérant de nouvelles mutations au cours des passages cellulaires successifs, elles permettent
de s’affranchir de I’hétérogénéité des primocultures (Lee et al., 2006). Les lignées cellulaires,
¢tablies en milieu supplémenté en sérum, sont un bon modele pour étudier précisément les
mécanismes cellulaires mis en place par les cellules cancéreuses et les effets biologiques de
nouveaux traitements. De plus, ces lignées sont facilement transfectables et permettent de
palier a ’absence de modele exprimant la mutation /DH. Ainsi nous avons ¢étudié Ieffet de la

mutation /DH dans des lignées apres transfection stable.

Enfin, si le mode¢le des primocultures permet de se rapprocher phénotypiquement de la
tumeur du patient, celles-ci ne sont plus sous I’influence du microenvironnement. En effet, au
sein de la tumeur, I’hypoxie et les signaux générés par les cellules du microenvironnement
tumoral telles que les cellules endothéliales contrélent 1’expression génique des cellules
cancéreuses. Notamment ces facteurs permettent le maintien du phénotype souche des CSCs
via P’activation par exemple des voies Notch et Sonic Hedgehog. Des échanges de substrats

entre les cellules cancéreuses et les cellules du microenvironnement existent également. Les
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cellules stromales peuvent par exemple excréter du lactate qui sera incorporé par les cellules
tumorales en tant que source d’énergie (Pavlides et al., 2009). Afin de recréer ce
microenvironnement in vitro, des modeles de cocultures ont ét¢ développés associant par
exemple des cellules cancéreuses a des cellules endothéliales ou immunitaires. De plus, il est
possible de cultiver ces cellules dans des conditions hypoxiques. Cependant ces modeles ne

permettent pas aujourd’hui de se substituer aux modeles d’étude in vivo.

Les cellules souches cancéreuses

Tout d’abord mise en évidence dans les leucémies myéloides aigiies par 1’équipe de
Dick, la présence d’une population de cellules présentant des caractéres de cellules souches a
été démontrée dans les tumeurs solides dont le gliome (Lapidot et al., 1994; Singh et al.,
2004). Ces cellules, nommées cellules souches cancéreuses, sont capables de
s’autorenouveller et de se différencier en tous les sous-types présents dans la tumeur ainsi que
d’initier une tumeur identique a celle dont elles sont issues lorsqu’elles sont injectées dans des
souris immuno-déprimées. L hypothése actuelle est que ces cellules seraient responsables de
I’initiation, de la progression et de la récurrence de la tumeur. En effet, elles surexpriment des
protéines anti-apoptotiques, des transporteurs ABC et des protéines impliquées dans la
réparation de I’ADN, les rendant trés résistantes aux traitements que ce soit la radiothérapie
ou la chimiothérapie (Liu et al., 2006). Cibler plus précisément ces cellules semble donc étre
une des clés pour augmenter 1’efficacité des traitements.
L’utilisation de milieux définis pour cultiver les primocultures permet de conserver le
phénotype souche des CSCs. Cependant leur étude plus approfondie est limitée par I’absence
de marqueurs spécifiques permettant d’isoler ces cellules. En effet, les marqueurs de surface
actuellement utilisés pour les isoler sont exprimés par les cellules normales. Dans les GBM,
I’isolation des CSCs repose principalement sur I’expression du CD133. L’utilisation de ce
marqueur est trés controversée puisqu’il a été montré que des cellules ne 1’exprimant pas
¢taient capables de former des neurospheres in vitro, d’initier des tumeurs in vivo, voire de
réexprimer CD133 (Chen et al., 2010a; Joo et al., 2008; Wang et al., 2008). De plus, son
expression peut étre modulée par I’hypoxie et le stress cellulaire (Griguer et al., 2008; Platet
et al.,, 2007). Dans notre étude nous montrons que ce marqueur n’est pas exprimé par les
primocultures appartenant au sous-type mésenchymal, alors que ce dernier posséde la méme
capacité a former des neurospheres in vitro et le méme potentiel tumorigénique in vivo que les

autres sous-types de GBM. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études qui montrent
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¢galement une absence d’expression de CD133 dans le sous-type mésenchymal (Zarkoob et
al., 2013). D’autres marqueurs de surface ont également été exploités pour différencier les
CSCs, comme la Nestine, SSEA1, CD44 ou CD90. Tous ces marqueurs sont exprimés plus ou
moins fortement dans nos primocultures et ne permettent pas la différenciation des différents
sous-types de GBM. De plus, ils ne sont pas non plus spécifiques des CSCs puisque par
exemple, toutes les cellules des primocultures du sous-type prolifératif expriment le CD90
alors que seulement 40% d’entre elles sont capables d’initier des neurospheres in vitro. De
plus, d’un point de vue clinique, méme si ces marqueurs sont fortement exprimés dans les
tumeurs, aucune corrélation au grade des GBM ou de fonction pronostique ne leur est
clairement attribuée. Les CSCs pouvant étre issues de cellules souches neurales, de
progéniteurs ou de cellules gliales ayant acquis des mutations leur conférant des propriétés de
cellules souches, 1’utilisation de plusieurs marqueurs semble la maniére la plus adaptée a la

caractérisation des CSCs.

Classification des GBM

Afin de déterminer s’il existe une corrélation entre les réponses aux traitements et les
profils génétiques, une classification transcriptomique des GBM a été établie permettant de
définir des sous-groupes de tumeurs (Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). Cette
classification est associée a des données cliniques comme 1’agressivité et la progression de la
tumeur. Ces ¢études transcriptomiques ont permis de mettre en évidence des voies de
signalisation impliquées dans la gliomagénese. Le sous-type prolifératif se caractérise par
exemple par la mutation et la surexpression de I’EGFR et par une absence de mutation de
TP53. Le sous-type mésenchymal est le plus agressif et la perte ou la mutation de plusieurs
genes comme NF, TP53 et PTEN est fréquemment retrouvée. Enfin, le sous-type proneural, se
caractérisant entre autres par 1’expression tres fréquente de la mutation /DH, de TP53 et de
PDGFR, est retrouvé plus fréquemment chez des patients plus jeunes, de moyenne d’age 40
ans. Si ce sous-type est de meilleur pronostic que les deux autres sous-types, il est cependant

plus résistant aux traitements.

Cette classification moléculaire a pour objectif de mettre en évidence de nouvelles
cibles thérapeutiques et des marqueurs prédictifs de la réponse aux traitements afin d’adapter
au mieux le traitement du patient selon le sous-type de tumeur qu’il posseéde. Ainsi, la
caractérisation des primocultures que nous avons réalisée dans notre laboratoire a permis de

mettre en évidence une différence fondamentale au niveau du métabolisme entre les différents
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sous-types de tumeur. En effet, nous avons montré que le sous-type mésenchymal est
caractérisé par un métabolisme glutaminergique couplé a ’OXPHOS comparé aux sous-types
prolifératifs et proneuraux incapables d’oxyder la glutamine dans leurs mitochondries. Cette
différence est d’autant plus intéressante qu’elle peut étre exploitée pour sensibiliser ces
cellules a la mort grace un inhibiteur de la glutaminolyse. Une autre différence de
métabolisme permettant de différencier le sous-type mésenchymal dans les GBM est leur
forte glycolyse associée a leur forte expression de I’ALDHI1 (aldehyde dehydrogenase) (Mao
et al.,, 2013). Le métabolisme fortement glycolytique du sous-type mésenchymal est
¢galement retrouvé dans d’autres types de cancer comme celui du pancréas (Daemen et al.,
2015). Ces données peuvent étre en accord avec nos résultats. En effet, si nos primocultures
mésenchymales sont capables d’oxyder la glutamine, certaines d’entre elles possedent
¢galement un métabolisme glycolytique plus important que les primocultures des autres sous-
types. De plus, des données de notre laboratoire montrent que ces cellules possédent une forte
capacité de plasticité métabolique leur permettant de proliférer aussi bien dans un milieu
déplété en glutamine que dans un milieu déplété en glucose. De manicre générale, notre
travail ainsi que celui de la littérature montre que le sous-type mésenchymal se différencie en
de nombreux points des autres sous-types que ce soit d’un point de vue génomique ou
« fonctionnel » par leur métabolisme. Au contraire, les sous-types prolifératifs et proneuraux
sont difficilement différenciables. Cibler plus particuliérement le sous-type mésenchymal est

d’autant plus intéressant qu’il s’agit du sous-type le plus agressif (Phillips et al., 2006).

L’utilisation de cette classification dans le développement de traitements personnalisés
pourrait étre remise en question puisqu’elle ne tient pas compte de I’hétérogénéité moléculaire
intra-tumorale, récemment mise en évidence dans les GBM (Aubry et al., 2015; Sottoriva et
al., 2013). En effet, chez certains patients il existerait plusieurs clones de cellules cancéreuses
au sein d’une méme tumeur, présentant un profil moléculaire différent et donc une réponse
différente & un méme traitement. Aubry et al., ont par exemple montré que le sous-type
mésenchymal est retrouvé dans des prélévements effectués dans des zones nécrotiques et
tumorales alors que le sous-type proneural est plus fréquemment retrouvé dans les zones
périphériques et d’interface avec la tumeur (Aubry et al., 2015). Si P’existence de ces
différents clones est confirmée, elle complique la prise en charge thérapeutique des patients
puisque si certains clones sont sensibles a un traitement particulier d’autres y seront résistants
et pourront induire la récurrence de la tumeur. Toutefois, cette coexistence de différents

clones au sein d’'une méme tumeur n’est pas retrouvée chez tous les patients. L’étude de
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Sottoriva montre par exemple une signature moléculaire différente au sein d’une méme
tumeur pour 6 patients sur 10. De plus, étant donné la corrélation établie entre le sous-type de

GBM et le pronostic des patients, la prédominance d’un clone n’est pas a exclure.

Méme si elle peut étre discutée, la classification moléculaire reste essentielle pour
mieux comprendre 1’évolution des GBM et les mécanismes de résistance au traitement. Elle
permet également de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques d’un
sous-type particulier. Cependant d’un point de vue clinique, I’efficacité des traitements visant
ces nouvelles cibles est a prendre avec précaution de part I’existence potentielle de différents
clones au sein de la tumeur. Effectuer plusieurs prélévements a différentes zones d’une méme
tumeur pourrait étre une stratégie pour cibler plusieurs clones voire les plus résistants par une

combinaison de traitements.

Dérégulations du métabolisme : causes ou conséquences du cancer?

Otto Warburg fut le premier a avoir postulé que le cancer était une maladie
métabolique. En effet, il avait mis en évidence que les cellules cancéreuses présentaient un
métabolisme fortement glycolytique comparé aux cellules normales. Selon lui, cette propriété
des cellules cancéreuses était due a un dysfonctionnement des mitochondries responsable de
la transformation oncogénique des cellules. Toutefois, de nombreuses ¢tudes ont démontré
depuis que les mitochondries étaient toujours fonctionnelles dans la plupart des cellules
cancéreuses. Le role des dérégulations du métabolisme dans I’initiation tumorale est supporté
par la mise en évidence de mutations des enzymes du TCA dans de nombreux cancers. Des
mutations de la FH et de la SDH seraient la principale cause des cancers héréditaires des reins
et des paragangliomes respectivement (Baysal, 2008; Tomlinson et al., 2002). Plus
récemment des mutations d’/DH ont été retrouvées dans des gliomes de bas grade sans autre
altération génétique classiquement retrouvée de manicre précoce au cours de la progression
tumorale. Ces données suggerent que les mutations d’/DH apparaissent trés tot dans la
gliomagénese et joueraient un role dans la tumorigénicité. Losman ef al. ont d’ailleurs
démontré que le D-2HG, oncométabolite résultant de cette mutation, est suffisant pour induire
la transformation des cellules leucémiques a savoir leur indépendance vis a vis des facteurs de
croissance et I’inhibition de leur différenciation via I’inhibition de la dioxygénase TET2

(Losman et al., 2013).
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Les mutations d’/DH modulent 1’expression génique des cellules notamment via la
diminution du pool d’aKG. Dans le cytoplasme, I’aKG est le substrat des dioxygénases telles
que les PHD permettant la dégradation de HIF-1. La diminution du pool d’aKG induit par la
mutation /DH permet donc la stabilisation de HIF-1 et la transcription de ses génes cibles
impliqués notamment dans I’angiogénése, I’invasion et le maintien du phénotype des CSCs au
sein de la tumeur. L’aKG est ¢galement le substrat de certaines enzymes permettant la
déméthylation de ’ADN et des histones appartenant a la famille des TET et JMJ. De plus, il a
été démontré une similarité structurelle du D-2HG avec I’aKG menant a I’hypothése que le
D-2HG pourrait également inhiber de maniére compétitive 1’activité des enzymes

dépendantes de I’aKG (Xu et al., 2011).

Si I’origine des cancers reste discutée et est trés certainement multifactorielle, il est
indéniable que les adaptations métaboliques des cellules tumorales jouent un role dans la
progression tumorale et participent a la résistance aux traitements. La reprogrammation du
métabolisme permet aux cellules cancéreuses de soutenir une prolifération rapide, de résister
a la pression du microenvironnement tumoral comme I’hypoxie et d’influer sur ce
microenvironnement. En effet, les cellules cancéreuses produisent par exemple de grandes
quantités de lactate qui peut étre utilis¢é comme source d’énergie par les cellules du
microenvironnement ou les cellules tumorales avoisinantes (Pavlides et al., 2009; Sonveaux et
al., 2008). Ce lactate, via I’acidification du microenvironnement peut également promouvoir
I’invasion et I’immunosuppression. De plus, les enzymes de la glycolyse possédent des
fonctions de résistance a la mort cellulaire. C’est le cas par exemple de I’hexokinase II qui
peut interagir avec VDAC et ainsi empécher la perméabilisation de la membrane

mitochondriale externe et le relargage du cytochrome C (Pastorino et al., 2002).

Importance de la glutamine pour les cellules cancéreuses ?

Les études du métabolisme des cellules cancéreuses se sont longtemps concentrées sur
leur dépendance au glucose. Cette caractéristique est d’ailleurs utilisée pour diagnostiquer les
tumeurs solides et leurs métastases en PET-scan. Cependant, cette technique est moins
efficace dans les gliomes a cause du métabolisme fortement glycolytique du tissu cérébral
sain (Venneti et al., 2015). De plus, elle peut étre dans certains cas responsable de résultats

faussement négatifs reflétant le fait que toutes les cellules cancéreuses ne se conforment pas a
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I’effet Warburg. Récemment, I’intérét s’est porté sur une autre source d’énergie utilisée par
les cellules cancéreuses, la glutamine. Cet acide aminé est essentiel pour maintenir le pool des
intermédiaires du TCA ainsi que comme donneur d’azote pour la syntheése des acides aminés
non essentiels et des nucléotides. Nous avons montré que la déplétion de cet acide aminé dans
le milieu de culture de nos lignées de GBM diminue fortement la prolifération de ces cellules.
La dépendance a la glutamine est fréquemment retrouvée dans les cellules en conditions
hypoxiques et dans les cellules présentant des mutations des enzymes du TCA (Mullen et al.,
2012; Wise et al., 2011). En effet, ces cellules utilisent la glutamine comme source
anaplérotique du TCA pour reformer du citrate via la carboxylation réductrice de 1’aKG.
Dr’ailleurs, la prolifération des cellules de gliomes portant la mutation IDH est ralentie par un
inhibiteur synthétique de la glutaminase, le BPTES (Seltzer et al., 2010). Toutefois ces
cellules augmentent leur flux glycolytique soulignant que 1’utilisation du glucose et de la
glutamine ne sont pas exclusives et que les cellules cancéreuses peuvent utiliser un substrat

énergétique pour compenser le déficit en apport d’un autre.

Capacité de plasticité des cellules cancéreuses

Si certaines études ont montré que les cellules mutées pour IDH étaient dépendantes
de la glutamine, d’autres ont montré que la mutation /DH pouvait étre associée a
I’augmentation de la glycolyse (Izquierdo-Garcia et al., 2014; Seltzer et al., 2010). En effet,
les cellules mutées pour IDH peuvent maintenir leur TCA en augmentant le flux de pyruvate a
la mitochondrie. Le pyruvate sera transformé en oxaloacétate (OAA) via la formation de
citrate et sa conversion en acetylCoA pour la synthése des lipides ou via la pyruvate
carboxylase. Il a d’ailleurs ét¢é montré que les cellules mutées pour IDH présentent une
augmentation de 1’expression et de 1’activité de la pyruvate carboxylase, données confirmées
par analyse des données du TCGA (The Cancer Genome Atlas) de patients atteints de gliome
(Izquierdo-Garcia et al., 2014). La lignée U251 utilisée au cours de notre étude sur les
mutations d’IDH, posséde un métabolisme fortement glycolytique et est capable de continuer
a proliférer sous une déplétion en glutamine. Nous avons montré que cette lignée n’est pas
sensible aux inhibiteurs de la glutaminolyse tels que le BPTES et ’EGCG. Le métabolisme
des cellules cancéreuses et leur capacité de plasticité métabolique sont donc des facteurs trés
importants a prendre en compte. En effet, ’augmentation de la résistance des cellules mutées
pour IDH dans notre modele est due a leur adaptation métabolique engendrée par la déplétion

en oKG. Afin de reformer de I’aKG, ces cellules utilisent 1’aspartate aminotransférase (AAT)
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indépendamment de la navette malate-aspartate probablement a cause de la diminution du
pool de malate qui n’est pas maintenu par la glutaminolyse. Cette hypothése est renforcée par
le fait que la mutation IDH est souvent retrouvée associée a une diminution des pools de
fumarate et de malate (Thornburg et al., 2008). Si le métabolisme fortement glycolytique de la
lignée U251 mutée pour IDH la rend insensible a I’inhibition de la glutaminolyse elle pourrait
étre sensibilisée a la mort cellulaire par un inhibiteur de I’AAT ou un inhibiteur de la pyruvate

carboxylase.

L’importance de la plasticit¢é métabolique des cellules cancéreuses a également été
démontrée lors de 1’étude de I’effet de ’EGCG sur les lignées de GBM. En effet, nous avons
montré que 1’inhibition du métabolisme de la glutamine couplé a I’OXPHOS peut induire
directement la mort de la lignée LN18. Cependant cette inhibition n’est pas suffisante pour
induire la mort de la lignée U87. En effet, si I’inhibition de la glutaminolyse diminue
significativement la prolifération de ces cellules, elles sont capables d’adapter leur
métabolisme pour survivre notamment via 1’augmentation de 1’oxydation mitochondriale du
glucose. De méme, comme nous 1’avons évoqué précédemment, la déplétion en glutamine n’a
pas d’effet sur la prolifération des primocultures quelque soit le sous-type auquel elles
appartiennent. Les primocultures du sous-type mésenchymal, capables d’oxyder la glutamine,
sont les seules capables de continuer a proliférer en absence de glucose. Elles sont également
beaucoup moins sensibles a un inhibiteur de la glycolyse comme le 2DG que les deux autres
sous-types de primocultures. Ces données montrent que les primocultures sont également
capables de plasticité métabolique. Cette adaptation métabolique pourrait expliquer le manque

d’effet du 2DG dans de nombreux protocoles cliniques.

Ainsi, les voies de compensations métaboliques permettent d’échapper a la mort
induite par des molécules inhibant le métabolisme. Une stratégie pour pallier a ces
mécanismes de résistance peut étre d’utiliser plusieurs inhibiteurs métaboliques. Il a par
exemple été montré qu’un traitement concomittant d’EGCG et d’un inhibiteur de la MPC
(mitochondrial pyruvate carrier), permettant I’entrée du pyruvate dans la mitochondrie,
diminue fortement la croissance tumorale comparé a 1’utilisation de ces drogues seules (Yang
et al., 2014). Toutefois, ce traitement ne sera efficace que dans les cellules ayant un
métabolisme oxydatif puisque dans les cellules cancéreuses possédant un métabolisme

reposant sur une forte glycolyse aérobie, I’activité de la MPC est faible (Compan et al., 2015).
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L’expression génique est importante a prendre en compte dans la reprogrammation
métabolique. En effet, les cellules présentent des altérations des voies de signalisation qui
controlent I’utilisation des substrats énergétiques. Ces altérations aboutissent a I’utilisation de
substrats spécifiques et peuvent limiter les capacités de compensation métabolique des
cellules. Par exemple, la perte de p53 diminue la capacité d’autophagie et d’oxydation des
acides gras des cellules de cancer du colon (Buzzai et al., 2007). La déplétion en glutamine
entraine la mort spécifique des cellules surexprimant c-myc dans le gliome (Wise et al.,
2008). Ainsi la surexpression de c-Myc pourrait étre un marqueur prédictif de réponse aux
traitements ciblant la glutaminolyse. Toutefois, des marqueurs prédictifs de la plasticité
métabolique des cellules cancéreuses semblent plus difficiles a établir de part les nombreuses
voies de signalisation pouvant étre impliquées et de part la diversité des substrats pouvant étre
utilisés. En effet, en plus du glucose et de la glutamine, les cellules cancéreuses peuvent
¢galement utiliser d’autres acides aminés non essentiels ou bien encore les acides gras comme

substrats énergétiques.

Modulation du métabolisme et sensibilité a la mort cellulaire

Dans certains types de cancers, des modulateurs du métabolisme sont capables
d’induire directement la mort des cellules cancéreuses. De plus, si les inhibiteurs du
métabolisme peuvent ne pas avoir d’effet en monothérapie, ils peuvent sensibiliser les cellules
cancéreuses a la chimio- ou radiothérapie. Il a par exemple été montré que le 2DG, inhibiteur
de la glycolyse, sensibilise les cellules a la mort induite par les irradiations et par des agents
chimiothérapeutiques (Zhang et al., 2014). Dans notre laboratoire, il a ét¢ montré que le DCA,
molécule inhibant la pyruvate dehydrogenase kinase, permet d’induire un shift de la glycolyse
aéobie vers la respiration mitochondriale des CSCs de gliomes (Morfouace et al., 2012). Cette
modulation du métabolisme induit la différenciation des CSCs et les sensibilise a la mort

induite par 1’étoposide et les irradiations.

Dans notre étude nous avons également mis en évidence un lien étroit entre le
métabolisme et la sensibilit¢ a la mort cellulaire. La modulation du métabolisme
mitochondrial des cellules de GBM modifie leur sensibilité a la mort cellulaire. Nous avons
démontré que la mutation IDH diminue la sensibilité a la mort cellulaire via la diminution du
pool mitochondrial de NADH. Nous avons également montré que ’EGCG inhibe 1’oxydation

mitochondriale de la glutamine, induit directement la mort de la lignée LN18 et peut
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sensibiliser la lignée U87 ou les primocultures de GBM a la mort induite par TRAIL et par
I’étoposide respectivement. Toutefois, en plus d’inhiber la GDH, ’EGCG est connu pour
avoir de nombreux effets. Il est notamment capable d’inhiber la production de ROS, d’inhiber
I’expression des transporteurs ABC, ou bien encore d’inhiber des enzymes impliquées dans
les modifications épigénétiques comme les DNMT (DNA methyltransferases) ou les HDAC
(Histone deacetylases) (Fang et al., 2003; Farabegoli et al., 2010; Khan et al., 2015). Ainsi, il
est difficile de déterminer si la sensibilisation a la mort dans nos mode¢les est uniquement due
a I’inhibition de la GDH et a ’adaptation du métabolisme des cellules qui s’en suit. En effet,
le silencing de la GDH est indispensable pour valider nos résultats. Plusieurs indices peuvent
suggérer I’implication d’autres propriétés de 'EGCG dans les effets observés dans nos
modeles. En effet, nous avons montré que la déplétion en glutamine ou qu’un prétraitement au
BPTES ne sensibilise pas la lignée U87 a TRAIL. Toutefois, ces deux traitements
n’entrainent pas le switch métabolique observé avec I’EGCG a savoir ’induction de
I’oxydation mitochondriale du glucose et I’augmentation de la respiration mitochondriale. De
plus, un traitement concomitant EGCG et TRAIL ne sensibilise pas a la mort la lignée U87
(données non montrées), suggérant I’implication de mécanismes a plus long terme. L’impact
de PEGCG sur les marqueurs épigénétiques sera donc évalué et des études actuellement en
cours ont pour but d’évaluer la part due a I’inhibition de la glutaminolyse et du switch
métabolique dans la sensibilit¢ a la mort cellulaire des lignées en utilisant d’autres

modulateurs du métabolisme comme le BPTES ou un siRNA dirigé contre la GDH.

Dépendance a la glutamine in vitro vérifiée in vivo ?

L’¢étude du métabolisme des cellules in vitro dans des milieux de culture supplémentés
en nutriments comme la glutamine pose la question de la pertinence de cette utilisation in vivo
ou les apports en nutriments peuvent étre variables selon le niveau d’angiogénése et de
fonctionnalité des vaisseaux au sein des tumeurs. De plus, comme nous 1’avons évoqué
précédemment, le métabolisme est également modulé par le microenvironnement comme
I’hypoxie et les cellules stromales. Récemment, Marin-Valencia et al. ont étudié les flux
métaboliques, en utilisant des nutriments marqués au ">C, dans des xénogreffes orthotopiques
de GBM humain chez la souris (Marin-Valencia et al., 2012). Cette étude montre que la
glutamine n’est pas utilisée par ces tumeurs et qu’elle est en partie synthétisée de novo a partir
du glucose. Cependant cette étude n’utilise que 3 primocultures qui ont été caractérisées pour

seulement quelques génes ne permettant pas de les associer a un sous-type de GBM. Les
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primocultures utilisées dans cette étude n’appartiennent donc peut €tre pas au sous-type
mésenchymal et ne sont peut-étre pas capables d’oxyder la glutamine dans leurs
mitochondries. De plus, I'importance de la glutamine pour la croissance tumorale est
supportée par des études de 1’effet d’inhibiteurs de la glutaminolyse in vivo dans des modéles
animaux. En effet, I’inhibition de I’expression du transporteur a la glutamine ASCT2,
diminue fortement la croissance tumorale et le développement de métastases de xénogreftes
de cancer de la prostate chez la souris (Wang et al., 2015). L’inhibition de la glutaminase par
le BPTES ou par un ARN antisens, diminue la croissance tumorale in vivo chez la souris
(Lobo et al., 2000; Xiang et al., 2015). Enfin, I’inhibition de I’expression de I’aspartate
aminotransferase inhibe la croissance tumorale de tumeurs du pancréas in vivo (Son et al.,

2013).

Dans notre modele de GBM, nous avons réalis¢ des expériences préliminaires
d’injection orthotopique de cellules mésenchymales prétraitées a ’EGCG. Les données
préliminaires ne montrent pas d’effet du prétraitement de ces cellules sur la survie des souris.
Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait qu’il n’y ait plus de pression de sé€lection exercée
par ’EGCG au sein du microenvironnement. L’EGCG étant capable de diffuser a travers la
barriere hémato-encéphalique, d’autres ¢tudes in vivo seront réalisées en alimentant
quotidiennement les souris en EGCG et I’effet de I’étoposide sera également étudié. De plus,
il serait intéressant d’étudier la dépendance a la glutamine des cellules mésenchymales in
vivo. Aujourd’hui des méthodes d’analyse des flux métaboliques in vivo par spectrométrie de
résonnance magnétique nucléaire (RMN), utilisant des carbones marqués hyperpolarisés, sont
développées (Dutta et al., 2013). Ces techniques permettront de mieux comprendre les voies

métaboliques au cours de la progression tumorale et de la réponse aux traitements.

Application en clinique ?

Différentes stratégies ciblant le métabolisme ont montré des effets antitumoraux
significatifs in vitro et in vivo et sont en phase d’essai clinique. L’étude préclinique de
Michelakis étudiant I’effet du DCA sur 5 patients atteints de GBM a montré une régression de
la tumeur et une stabilité clinique a 15 mois chez 4 de ces patients (Michelakis et al., 2010).
De plus, cette molécule n’a pas montré de signes toxiques majeurs. Le 2-DG est également en

phase I/II d’essai clinique dans les GBM qui a permis de déterminer les doses pour lesquelles
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il n’engendre pas de toxicité (Singh et al., 2005). D’autres études sont en cours pour évaluer
I’efficacité du 2-DG associé¢ a la radiothérapie.

En plus de limiter au maximum les effets toxiques engendrés par les traitements, un
point crucial a prendre en compte dans le traitement du gliome est le passage de la barriere
hémato-encéphalique (BHE). Si la proportion d’EGCG a franchir la BHE peut étre faible (Lin
et al., 2007), certaines études ont mis en évidence son efficacité de sensibilisation a des agents
chimiothérapeutiques dans des modeles murins de xénogreffes de GBM orthotopiques (Chen
et al., 2011). De plus, il existe plusieurs stratégies permettant d’améliorer ou de s’affranchir
du passage de la BHE. En effet, il est possible lors de I’opération du patient de placer un
polymére dans la cavité formée par la résection de la tumeur qui permettra de libérer
progressivement les drogues qu’il contient. La diffusion des drogues a travers la BHE peut
étre également améliorée en les couplant a des nanoparticules permettant d’augmenter leur
solubilité et leur stabilité. Ces nanoparticules peuvent étre couplées a des peptides reconnus
par les cellules tumorales. Ainsi, il a par exemple ét¢ montré que des nanoparticules portant
du paclitaxel couplées a un peptide reconnu par le récepteur Neuroglia 2, protéoglycane de la
membrane cellulaire fortement exprimeé par les cellules de gliome, augmente la distribution de
la drogue au cerveau et la survie des souris (Chi et al., 2015). Nous avons montré que TRAIL
sensibilise a la mort la lignée U87 traitée a ’EGCG. Cependant cette molécule posséde une
trés faible solubilit¢ et une demi-vie trés courte. Le couplage de cette molécule a des

nanoparticules pourrait permettre son utilisation in vivo (Perlstein et al., 2013).

Conclusion générale

L’¢échec des thérapies actuelles et I’hétérogénéité génétique et moléculaire montre bien
I’importance d’orienter les stratégies thérapeutiques vers des traitements personnalisés dans le
traitement des cancers. Déterminer des marqueurs prédictifs de réponse aux traitements est
donc crucial. Cette notion de médecine personnalisée commence a étre admise par le corps
médical. En 2011, en France, 55000 personnes ont bénéfici¢ d’un examen des caractéristiques
moléculaires de leur tumeur afin de bénéficier de thérapies ciblées (Source Inserm,
« Médecine personnalisée du cancer a portée de mains »). La plupart de ces traitements
ciblaient une mutation de I’EGFR dans le cancer du poumon.
Si le ciblage du métabolisme semble étre une stratégie thérapeutique trés prometteuse,
I’identification des besoins et des capacités de plasticité métaboliques de chaque sous-type de

tumeur est nécessaire. En effet, la capacit¢ de mise en place de voies alternatives pour
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répondre a un manque d’apport d’un substrat énergétique peut étre une caractéristique
cruciale mise en place pendant la tumorigénése. Ainsi, la complexité des voies métaboliques
engagées pour permettre la croissance et la résistance de la tumeur aux traitements pourra étre
mieux comprise par des approches in vivo. En effet, des différences de métabolisme peuvent
étre observées entre les cellules de part leur localisation au sein de la tumeur qui module la
disponibilité en substrats et en oxygene, soit par la proximité des vaisseaux sanguins soit par
les contacts avec les cellules du microenvironnement. De plus, le réle de 1’hétérogénéité
génétique dans la régulation et I’adaptation des voies métaboliques des cellules cancéreuses
est a prendre en compte. Associer la connaissance des voies métaboliques aux données
moléculaires pourrait permettre de mettre au point des combinaisons de traitements pour

outrepasser les résistances mises en place par les cellules.
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ABSTRACT

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the most common brain cancer in adults.
Radiotherapy (RT) is the most effective post-operative treatment for the patients
even though GBM is one of the most radio-resistant tumors. Dead or dying cells within
the tumor are thought to promote resistance to treatment through mechanisms that
are very poorly understood. We have evaluated the role of Prostaglandin E2 (PGE,),
a versatile bioactive lipid, in GBM radio-resistance. We used an in vitro approach
using 3D primary cultures derived from representative GBM patients. We show
that irradiated glioma cells produced and released PGE, in important quantities
independently of the induction of cell death. We demonstrate that the addition of
PGE, enhances cell survival and proliferation though its ability to trans-activate the
Epithelial Growth Factor receptor (EGFR) and to activate B-catenin. Indeed, PGE, can
substitute for EGF to promote primary cultures survival and growth in vitro and the
effect is likely to occur though the Prostaglandin E2 receptor EP2.

Recent results have shown that RT induced a
mitogenic signal that could originate from dying tumor and
stromal cells [10]. Huang et al. [11] further demonstrated

INTRODUCTION

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the most

common form of brain cancer in the adult and its prognosis
remains poor. Standard therapy includes surgery followed
by external beam radiotherapy (RT) and/or chemotherapy,
principally temozolomide (TMZ), a DNA alkylating/
methylating agent [1]. However, the effect of TMZ is
beneficiary only to a subset of patients that do not express
0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), a
DNA repair enzyme [2]. GBM appear to be intrinsically
extremely radio-resistant and this has been linked to the
presence of cancer stem cells (CSC), which are efficient
in repairing DNA damage [3]. Radiation resistance has
also been linked to glioma heterogeneity [4], the lack of
apoptosis [5] or activation of Wnt/B-catenin, Notch, EGF
receptors and kinase signaling pathways [6-9].

that after caspase activation dying cells released the
bioactive lipid prostaglandin E2 (PGE,), which in turn
was capable of triggering tumor repopulation. The ability
of PGE, to stimulate the proliferation of numerous types
of cells has been shown both in vivo and in vitro and
enzymes implicated in the synthesis of this prostanoid,
such as cyclooxygenase 2 (Cox2), have been considered
as a major target for anti-cancer therapies [10]. PGE,
is implicated in numerous mechanisms including the
induction of cell migration to inflammation that can affect
in cancer progression in various different ways. PGE, has
been shown to induce the synthesis of Bcl-2, a major anti-
apoptotic protein in colon cancer and as such could directly
control apoptosis [12]. On the other hand, we have shown
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that intracellular PGE, triggers Bax, a pro-apoptotic protein,
activation and as such would participate in the induction of
apoptosis in both glioma and colon cancer [13—15]. These
results suggest that PGE, may play multiple and somewhat
contradictory roles during cancer progression.

In the present study, we addressed the question of the
role PGE, on tumor progression and survival, using primary
cultures derived from human GBM grown in 3D-cultures.

RESULTS

Irradiation of the human glioma cell line
U251 induces the production of PGE, without
activation of caspase 3 or apoptosis

The accumulation of PGE, was measured 24 h after
y-irradiation of the human glioma cell line U251 at different
intensities (i.e. 0, 5 and 10 Gy). As shown in Figure 1A,
the amount of PGE, found in the culture supernatant was
proportional to the dose of radiation. Recent results have

A B

associated the induction of caspase activity in cancer cells to
the production of PGE, upon irradiation of cancer cells [11,
13—-15]. We then assessed the viability of the cells under our
conditions and found that only the high dose of irradiation
(10 Gy) provoked a cell growth arrest and subsequent cell
death after 48 h (Figure 1B, 1C). To determine whether the
cell death was caspase 3 dependent, the number of active
caspase 3 cells was quantified. As seen in Figure 1D,
there was a close correlation between the percent of cell
death and the percent of active caspase 3 cells. To evaluate
the implication of caspase in the production of PGE,,
we knocked down the expression of Bax, a central pro-
apoptotic member of the BCL-2 family, in U251 cells. As
illustrated in Figure 1D, we observed a significant decrease
in the induction of caspase 3 activity in the absence of Bax
after y-irradiation at 10 Gy. However, quite surprisingly, the
knock down of Bax appeared to promote the production
of PGE, in untreated U251 cells and the amount of PGE,
is maintained upon irradiation (Figure 1E), as previously
observed in primary cultures of GBM [14]. Of note, the
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Figure 1: Release of PGE, from y-irradiated cells. U251 cells were irradiated in serum-free medium at the indicated dose. PGE,
secretion was measured in supernatants after 24 h. The concentration of PGE, (pg/ml) released from irradiated U251 cells was determined
using an ELISA (see materials and methods) (A). Cell viability was determined by trypan blue exclusion using the Countess automatic
cell counter (Life Technologies), 24 h after irradiation of U251 cells (B). Cell death was estimated as above at 24 h, 48 h and 72 h post-
irradiation (C). U251 cells were transduced with shRNA encoding viral particles [either encoding for a non-relevant shRNA (scr) or shRNA
directed against Bax mRNA]. Cells were irradiated in serum-free medium at 10 Gy; harvested at the indicated time points, fixed and labeled
with active caspase 3 antibody coupled to a fluorescent secondary antibody. The percentage of labeled cells was assessed by flow cytometry
(D). The corresponding PGE, secretion was measured in supernatants during 48 h after irradiation at 5 Gy (E). Please note that in the latter
experiments, the secretion of PGE, was decreased in scr-treated U251 compared to untreated cells (compare A and E).
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induction of PGE, in control cells reached a peak 8 h after a
10 Gy irradiation to returned to normal at 16 h (Figure 1E).

We conclude from these results that PGE, could be
produced upon irradiation even in the absence of caspase
activation.

Irradiation, apoptosis and the expression of key
members of the BCL-2 family in GBM primary
cultures

To examine the biological consequence of the release
of PGE, by GBM, we used primary cultures derived from
resected tumors. Cells dissociated from these tumors were
capable of growing as neurospheres and/or as adherent
cells in almost 80% of the cases. We were able to derive
primary cultures, which correspond to proneural (young
adults with a better prognosis but unresponsive to treatment),
classical, neural and mesenchymal (older adults with a
worse prognosis) classification of GBM corresponding
to the molecular subtypes defined by Verhaak et al. [16]
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(Supplementary Figure S1 and Oliver et al. in preparation).
Primary cultures in defined medium grow as spheres or as
spheres and adherent cells whereas in serum complemented
medium all primary cultures were adherent (Figure 2A). In
all except one (15/16) primary culture we did not observed
activation of caspase upon irradiation as similar low caspase
3 activities were observed in irradiated and untreated primary
cultures. In Figure 2B, 3 primary cultures are given as an
example (1/16 with high caspase activity, 3/16 with medium
activity and 12/16 with low or no activity). Of note, the GBM
cultures were able to undergo caspase dependent apoptosis
as shown by their response to etoposide (Supplementary
Figure S2). However, since a similar production of PGE,
was observed in all cells (data not shown), we conclude that
it was independent of caspase activity and of the classes of
GBM. Next we examined the expression of members of
the BCL-2 family commonly found in GBM [17], in the
different primary cultures. We observed an almost complete
absence in the expression of Bcl-2 in 4/5 mesenchymal
primary cultures while the other primary cultures expressed
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Figure 2: Characteristics of primary cultures derived from GBM patients. Pictograph of primary cultures grown in defined
(left) and serum-supplemented (right) media. Depending on the type of GBMs and/or culture conditions, cells can grow as spheres and/or
as adherent cells (C = classical and M = mesenchymal subtypes) (A). Caspase induction was measured in primary cultures after irradiation
(10 Gy). The induction of caspase was observed in a single tumor. The cut-off for caspase 3 activation resulting in cell death was defined
at 50 AU/mg protein (B). The expression of key proteins of apoptosis was examined in primary cultures and illustrated in representative of
the different subtype (PN = proneural, N = neural, C = classical and M = mesenchymal) (C). The expression of the receptors of PGE, (EP
1-4) was determined by western blots in the different representative primary cultures (D, E).
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Bcl-2 in varying concentrations. The other proteins of the
BCL-2 family such as Bcl-XI, Bax, Bak or Bad were present
in all the primary cultures at different levels (Figure 2C).
The expression of these proteins has been linked to
PGE, signaling pathways [12]. As shown in Figure 2D, EP2
was expressed in the four different types of GBM in vitro at
similar level. Next, we examined the expression of the other
PGE, receptors in vitro (Figure 2E), we found that EP1,
EP3 and EP4 receptors, which are also expressed in the
brain [18], had a variable expression in primary cultures.

Response of GBM primary cultures to PGE,

Similar to U251, y-irradiated primary cultures
produced PGE, although this production was heterogeneous
and most of PGE, remained associated to the spheres rather
than released into the culture medium (data not shown).
Primary GBM were cultivated in the presence of supernatant
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of irradiated cell culture media (ICCM). As shown in
Figure 3A, cell proliferation was significantly increased upon
incubation of primary cultures with ICCM. This effect was
abolished after the immuno-depletion of PGE,. Note that the
addition of PGE, in immuno-depleted ICCM was sufficient
to restore the effect on cell proliferation (Figure 3B).
Next we used the 3D co-culture in soft agar system to
determine the effects of the released PGE, on the growth
and survival of primary cultures. Under these experimental
conditions U251 cells were irradiated with 5 Gy and 24 h
later primary cultures were overlaid in soft agar and
cultured for a further 3 weeks, as described in the methods
section. Our first observation was the complete absence of
large colonies in primary cultures overlaid over irradiated
U251 cells as compared to control dishes (Figure 3C).
However, the number of colonies in the co-cultures (primary
cultures + irradiated U251 cells) was significantly increased.
Next, we examined the expression of the different PGE,
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Figure 3: Effect of irradiation on GBM morphology and numbers in vitro; expression of PGE, receptors in the primary
cultures. Primary cultures were either grown in defined medium (grey bars) or in 24 h-conditioned medium from U251 cells irradiated
at 5 Gy (black bars) for 24 h, then cell number was determined using the Countess automatic cell counter. The data from representative
cultures performed in triplicate are shown (A). Primary culture was grown in the absence (con) or in the presence of supernatants from
irradiated cells (IRR), supernatants immune-depleted in PGE, (PGE2-) or in immune-depleted medium containing 10 uM PGE, (PGE2+).
Cell number was determined 24 h later as above (B). (**p = 0,005; ***p = 0.0005; ****p < 0.0001). 3D co-culture in soft agar of primary
cultures grown in the absence (con) or in the presence of irradiated U251 cells (+IRR). The +IRR cultures show smaller but much more
colonies that the control cultures. GATGi and G5 are illustrating of mesenchymal (M) and classical (C) GBM sub-types (C). Data are

representative of 3 experiments done in duplicate.
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receptors in the primary cultures: first the expression of EP2
as it is the most widely expressed prostaglandin receptor
in the brain and it is functionally coupled to anti-apoptotic
and protective functions in neurons and in secondary
neurotoxicity during inflammation [18, 19].

We did not observe any significant differences either
on the cell cycle and apoptosis upon incubation with
10 uM PGE, for 72 h between the different GBM cultures
(Figure 4A) or on cell viability (Figure 4B).

It has been suggested that PGE, liberated from dead
or dying cells could regulate stem cells homeostasis and
differentiation [20]. As our culture conditions support the
survival and the proliferation of CSC [3], we examined
if PGE, could induce a change in the proportion of CSCs
by analyzing the expression of stemness markers upon
long-term exposure to the bioactive lipid. As shown
in Figure 4C, the expression of stemness markers were
markedly different in the different types of GBM primary
cultures: some expressed markers for all types of neural
cells (i.e. Olig2, GFAP and pB-tubulin), and others
expressing limited amount of neural markers (i.e. the
neuronal B-tubulin) while others expressed high level of
nestin and B-tubulin and low level of Olig2 and GFAP. In
all cases incubation with PGE, did not affect the nature
and/or the level of these markers.
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Effect of PGE, on the number and size of
neurospheres in the presence or in the absence
of EGF

PGE, has been shown to trans-activate EGFR
through its rapid phosphorylation [21, 22]. Since, GBM
primary cultures are cultivated in the presence of EGF,
we examined the effect of PGE, in the absence or in
the presence of this growth factor. We found that GBM
primary cultures grew similarly in the presence or in the
absence of PGE, when EGF was present (Figure 5A).
However, in absence of EGF, the addition of PGE,
increased both the size and the number of spheres, which
reached in size, but not in numbers, a level similar to that
observed in the presence of EGF (Figure 5A). Note that
the addition of PGE, alone did not have the same effect
as PGE, released from irradiated U251 cells. This could
be due to the fact that the biolipid is very labile and has
a very short half-life or to the presence of other factors.
Possibly the continual release of PGE, by dying cells has
a more dramatic effect or the effect observed could be due
to a combination of factors released.

Next we used agonists against EP2 and EP4 to
determine the PGE, receptor implicated in this effect.
Results obtained in 3D cultures showed that Butaprost, an

3

0
Nestin = ‘

Olig2 =

6 0 3 6 O
. 9.
— '

GFAP —> R

mCon
100 _ mPGE224H
® PGE2 48H
80 | PGE2 72H
60
40
20
0
C PN M PN C M
C PN
3 6Days
=

PrTubuiin —> A e e e
[ T —p—

Actin =

Figure 4: Effect of PGE

2

e

on cell cycle, survival and expression of stemness markers. The effect of PGE, (10 uM) on cell cycle

was analyzed together with the induction of apoptosis. As illustrated no effect on the addition of PGE, on the different phases of the cycle
(A) and cell viability (B) was observed over a period of 72 h. We also analyzed the effect of PGE, on the expression of stemness markers
under similar conditions and as illustrated in (C), the expression of these markers was not affected by the treatment.
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Figure 5: PGE, and the EGF signaling pathway. We examined the effect of PGE, on both the amount of the sizes of spheres in
the presence (top) or in the absence (bottom) of EGF. Primary cultures were grown in 3D cultures in the absence (black lines) or in the
presence of 10 uM PGE, for 3 weeks and the colonies formed were quantified using MetaMorph soft-ware (A) The data presented are
representative of 3 independent experiments. Primary cultures were grown in soft agar in the absence or presence of agonist against EP2
(50 nM Butaprost) and EP4 (1 nM L902,688). After 3 weeks the number and size of neurospheres were determined (B). PGE, (10 uM)
induces transactivation of EGFR. Proximity ligation in situ assay (P-LISA) adapted from the O-link protocol was used to monitor the
phosphorylation of EGFR after addition of 10 mM PGE2 in the cells. Each red dot indicates a close proximity between EGFR (rabbit
monoclonal) and pEGFR (mouse monoclonal). Graph represents the statistical analysis of the number of interactions versus time. The data

presented are the mean of 2 experiments done in triplicate (C).

agonist of EP2 and not 902,688, an EP4 ligand, trigger a
PGE2 like effect in the absence of EGF (Figure 5B). These
results suggest that EGFR signaling could be implicated in
the effect of PGE, in primary cultures. EGFR was expressed
in almost all primary cultures and basal phosphorylation
monitored by immunoblot indicated that the receptor
was phosphorylated under our conditions (Supplementary
Figure S3). Incubation of primary cultures with PGE, for 72
h did not show any significant activation of EGFR through
increased phosphorylation (Supplementary Figure S3). Next
we look at a short-term activation of EGFR by PGE, using
the OLINK technique [23]. As illustrated in Figure 5C,
PGE, induced a strong but transient phosphorylation of the
receptor after 5 min incubation.

EGFR triggered the extracellular signal-regulated
kinase (ERK)-mitogenic activated protein kinase (ERK/
MAPK) signaling in many cells lines, an important

component of radiation-induced hormesis [24] and
glioma radio-resistance [25]. Primary cultures were
treated with PGE, and then the phosphorylation of ERK
was quantified using a total phosphoERK1/2 ELISA. As
shown in Figure 6A, the addition of PGE, triggered a
phosphorylation of ERK in primary cultures after 48 hours.

In colon cancer, PGE, has been implicated in the
induction of the Wnt/B-catenin pathway and as such to
potentially play a critical role in carcinogenesis [26]. We
analyze the activation of this pathway under our conditions
by incubating primary cultures with 10 mM PGE, for
48 h. Cells were than analyzed for B-catenin activation
by immunohistochemistry (Figure 6B). The activation
of B-catenin by PGE, was compared to that induced by
lithium and as shown in Figure 6B, both treatments led
to the activation of B-catenin while on the other hand no
effect on its phosphorylation was observed. We observed
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an increase in the induction of this activation and in the
presence and in the absence of EGF, although the induction
was more important in the latter case (Figure 6C).

DISCUSSION

Glioma are resistant to chemo-therapy induced
apoptosis [27]. Radio-therapy is the most effective
therapy in GBM although these tumors remain largely
refractory to the treatment. Mechanisms implicated in
GBM radio-resistance are not well-known and unraveling
them could provide new indications for better treatment
strategies. Fractional/partial killing by radiation has
been associated with a more rapid proliferation of the
surviving cells and repopulation has been viewed over
the longtime, as a major therapeutic challenge [28, 29].
This effect has been linked to the radiation-induced
release of mitogenic factors by normal and/or cancer cells
(30), the stimulation of radio-resistant tumor initiating
cells [3, 31]. Recently, one potential mechanism, called
“Phoenix Rising”, has been proposed to explain this effect
[11, 20]. Huang et al. elegantly demonstrated that the

proliferation signal could be generated by PGE, produced
upon activation of caspase 3, an enzyme essential for the
completion of apoptosis, by radiotherapy [11]. We have
shown that apoptosis is accompanied by an increase
in the production of intracellular PGE, in glioma and
colon cancer but that this increase was upstream of the
activation of caspase 3 [13—15]. We have observed that
some GBM express high amounts of m-PGESI, the
enzyme responsible for the synthesis of PGE, from PGH,
the product of COX2 [13]. Interestingly, the expression
of m-PGES was associated with apoptosis and in vitro
analyses indicated that this apoptosis was strictly Bax
dependent [13-15]. We found that the production of PGE,
was triggered by most apoptotic inducers and that cells
resistant to apoptosis accumulated and released abundant
level of the lipid through MRP4, a PGE, transporter both
in glioma and colon cancer cells [13—15]. In the present
work, we show that radiation can trigger PGE, synthesis
in glioma without inducing caspase activity. This PGE,
liberated participated in the survival and proliferation of
surviving cancer cells by activating several pathways,
including EGFR and B-catenin. Indeed, our results suggest
that PGE, can substitute for EGF to promote survival of
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irradiated cells. This observation is in agreement with
numerous studies showing that accelerated repopulation
during radiotherapy could be linked to the activation of
EGFR and the subsequent activation of ERK/MAP kinase
mitogenic pathways [28]. However, our results show also
that PGE, under our conditions is a pro-survival factor and
that irradiated cells released pro-proliferative factors that
remain to be identified.

PGE, has also been shown to specifically reactivate
the repopulation of normal cells by stimulating normal
stem cells [32]. However, in our hands, we did not
observed any change in the expression of stemness
markers upon PGE, treatment in glioma primary cultures
regardless of the molecular sub-class of GBM and
independently of the proportion of CD133* cells.

The roles of PGE, in non targeted and targeted
effects of ionizing radiations, especially in the
inflammatory context [33], or on stem cells homeostasis
[32] are not fully understood. Recently, COX2 and PGE,
have been implicated in cancer progression but mixed
results were obtained with COX2 inhibitors and radio-
sensitization [34, 35]. Our results provide a molecular
mechanism, by which PGE, can sustain tumor growth
and proliferation after tumor irradiation and support new
alternative targets, such as EP2, to potentiate the effect of
radiotherapy.

MATERIALS AND METHODS

Unless stated otherwise, all cell culture material was
obtained from Life Technologies (Cergy Pontoise, France)
and chemicals were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Cell culture

Human primary cultures were grown in defined
medium (DMEM/HAM-F12, 2 mM L-glutamine, N2 and
B27 supplement, 2 pg/ml heparin, 20 ng/ml EGF and 25 ng/
ml bFGF, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin
and the U251-MG cell line was cultured in DMEM (4.5 g/L
glucose), 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/
mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin in an atmosphere
of 5% CO, and 95% humidity.

3D-culture

Primary GBM cells (2.5 x 10°) resuspended in 0.35%
soft agar containing different compounds were layered on
0.5% agar. The soft agar layer was covered with media
containing the compound to be tested. After 3 weeks, the
cultures were scanned using a Leica DMI6000B and the
Metamorph program. y-irradiation was carried out in a
Faxitron CP160 irradiator (Faxitron X-ray Corporation) at
a dose rate of 1.48 Gy/min.

ELISA

Quantity of phosphorylated and total protein was
measured using the InstantOne ELISA kit (eBioscience)
according to the manufacturer’s instruction. Briefly, cells
were lysed with 50 uL lysis buffer and incubated 1 h at
room temperature with 50 uL antibody cocktail containing
antibodies against total or phosphorylated forms and the
peroxidase-labeled secondary antibodies. Colorimetric
detection reagent (100 ul) was added and the reaction read
at 450 nm.

Protein lysates, immunoblotting and caspase
activity

Total proteins were extracted in (25 mM Tris-HCl,
pH 7.6, 150mM NaCl, 1% NP40, 1% Na-deoxycholate,
0.1% SDS) supplemented with protease inhibitors.
Protein concentration was determined using BCA
protein assay (Sigma). Proteins were separated by SDS-
PAGE, transferred onto PVDF membrane (Millipore,
St Quentin-Yvelines, France) and revealed with ECL
(Millipore). Antibodies that recognize actin (Millipore),
Bax (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), Bcl-2
(BD Pharmingen), EGFR and pEGFR (Cell Signaling
Technology, Denvers, MA, USA), Bad (Cell Signaling),
EP1-4 (Cayman, Ann Arbor, MI, USA), caspase 3 (Santa
Cruz Biotech, Santa Cruz CA, USA), GFAP (Calbiochem,
Darmstadt, Germany), nestin (Millipore, Temecula, CA,
USA), olig2 (Abcam, Cambridge, UK) and B-tubulin
(Sigma—Aldrich) were used. HRP-conjugated secondary
antibodies were from BioRad. The ImageJ64 software was
used to quantify Western blot bands. Caspase 3 activity
was determined using the fluorogenic substrate Ac-DEVD-
AMC, as described in [14]. Note, for all the assays the cut-
off limit of caspase 3 activation that induces cell death was
determined at > 50 AU/mg protein.

PGE, assay and immunodepletion

U251 cells (x10°) were seeded in 6 well plates.
Complete medium was replaced by serum-free medium
24 h later and cells were y-irradiated at the indicated
intensity. Conditioned medium was recovered at indicated
time points for PGE, measurement. PGE, assay was done
according to the manufacturer’s instructions (Amersham,
GE Healthcare Europe, Velizy-Villacoublay, Fr). Cells
were harvested and either assayed for cell viability or fixed
and probed for active caspase 3 by flow cytometry (BD
Pharmingen; 0.25 pg/10° cells). When indicated, conditioned
medium was depleted of PGE, by filtration through PGE,
affinity column according to the manufacturer (Cayman).

Olink

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in
PBS for 15 min at room temperature then permeabilized
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with 0.1% SDS in PBS for 10 min at room temperature.
Labeling was done according to the manufacturer’s
instructions  (Duolink® In  Sifu, Sigma—Aldrich).
Fluorescence was visualized using the Axiovert 200 M
microscope (Zeiss, Le Perq, France) with the apotome
module (x63 objective and numerical aperture 1.4).
Quantification was done using Image].

The patients data have been kept confidential
according to the recommendations of the National French
Committee for Ethics and names of primary cultures
correspond to codes.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was supported by grants from LABEX
IGO, INSERM and CNRS. We thank Philippe Hulin from
the MicroPixel plateform for expert assistance.

Abbreviations

CSC: cancer stem cells; Cyclooxygenase 2: Cox2;
PGE,: Prostaglandin E2; EP2: Prostaglandin E receptor
2; EP4: prostaglandin E receptor 4; TMZ: temozolomide;
RT: radiotherapy.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare that they have no conflict of
interest.

Editorial note

This paper has been accepted based in part on peer-
review conducted by another journal and the authors’
response and revisions as well as expedited peer-review
in Oncotarget.

REFERENCES

1. Stupp R, Mason WP, van den Bent MJ, Weller M, Fisher B,
Taphoorn MJ, Belanger K, Brandes AA, Marosi C,
Bogdahn U, Curschmann J, Janzer RC, Ludwin SK, et al.
Radiotherapy plus concomitant and adjuvant temozolomide
for glioblastoma. N Engl J Med. 2005; 352:987-996.

2. Hegi ME, Diserens AC, Gorlia T, Hamou MF, de
Tribolet N, Weller M, Kros JM, Hainfellner JA, Mason W,
Mariani L, Bromberg JE, Hau P, Mirimanoff RO, et al.
MGMT gene silencing and benefit from temozolomide in
glioblastoma. N Engl J Med. 2005; 352:997-1003.

3. Bao S, Wu Q, McLendon RE, Hao Y, Shi Q, Hjelmeland AB,
Dewhirst MW, Bigner DD, Rich JN. Glioma stem cells pro-
mote radioresistance by preferential activation of the DNA
damage response. Nature. 2006; 444:756—760.

4. Ke C, Tran K, Chen Y, Di Donato AT, Yu L, Hu Y,
Linskey M, Wang P, Limoli C, Zhou Y. Linking differential

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

radiation responses to glioma heterogeneity. Oncotarget.
2014; 5:1657-1665.

Shu HK, Kim MM, Chen P, Furman F, Julin CM,
Israel MA. The intrinsic radioresistance of glioblastoma-
derived cell lines is associated with a failure of p53 to
induce p21(BAX) expression. Proc Natl Acad Sci U S A.
1998; 95:14453—-14458.

Kim Y, Kim KH, Lee J, Kim M, Lee SJ, Park K, Yang H,
Jin J, Joo KM, Lee J, Nam DH. Wnt activation is impli-
cated in glioblastoma radioresistance. Lab Invest. 2012;
92:466-473.

Wang J, Wakeman TP, Lathia JD, Hjelmeland AB,
Wang XF, White RR, Rich JN, Sullenberger BA. Notch
promotes radioresistance of glioma stem cells. Stem Cells.
2010; 28:17-28.

Chakravarti A, Dicker A, Mehta M. The contribution of epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) signaling pathway to
radioresistance in human gliomas: a review of preclinical
and correlative clinical data. Int J Radiat Oncol Biol Phys.
2004; 58:927-931.

Anderson JC, Duarte CW, Welaya K, Rohrbach TD,
Bredal M, Yang ES, Choradia NV, Thottassery JV, Yancey
Gillepsie G, Bonner JA, Willey CD. Kinomic exploration of
temozolomide and radiation resistance in Glioblastoma mul-
tiforme xenolines. Radiother Oncol. 2014; 111:468-474.

Galluzzi L, Kepp O, Kroemer G. Caspase-3 and prostaglan-
dins signal for tumor regrowth in cancer therapy. Oncogene.
2012; 31:2805-2808.

Huang Q, Li F, Liu X, Li W, Shi W, Liu FF, O’Sullivan B,
He Z, Peng Y, Tan AC, Zhou L, Shen J, Han G, et al.
Caspase 3-mediated stimulation of tumor cell repopulation
during cancer radiotherapy. Nat Med. 2011; 17:860-866.

Sheng H, Shao J, Morrow JD, Beauchamp RD, DuBois RN.
Modulation of apoptosis and Bcl-2 expression by prosta-
glandin E2 in human colon cancer cells. Cancer Res. 1998;
58:362-366.

Lalier L, Cartron PF, Pedelaborde F, Olivier C,
Loussouarn D, Martin SA, Meflah K, Menanteau J,
Vallette FM. Increase in PGE2 biosynthesis induces a Bax
dependent apoptosis correlated to patients’ survival in glio-
blastoma multiforme. Oncogene. 2007; 26:4999-5009.
Lalier L, Cartron PF, Olivier C, Logé C, Bougras G,
Robert JM, Oliver L, Vallette FM. Prostaglandins antago-
nistically control Bax activation during apoptosis. Cell
Death Differ. 2011; 18:528-537.

Lalier L, Pedelaborde F, Braud C, Menanteau J,
Vallette FM, Olivier C. Increase in intracellular PGE2
induces apoptosis in Bax-expressing colon cancer cells.
BMC Cancer. 2011; 11:153.

Verhaak RG, Hoadley KA, Purdom E, Wang V, Qi Y,
Wilkerson MD, Miller CR, Ding L, Golub T, Mesirov JP,
Alexe G, Lawrence M, O’Kelly M, et al. Integrated
genomic analysis identifies clinically relevant subtypes of
glioblastoma characterized by abnormalities in PDGFRA,
IDH1, EGFR, and NF1. Cancer Cell. 2010; 17:98-110.

www.impactjournals.com/oncotarget

Oncotarget



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Cartron PF, Loussouarn D, Campone M, Martin SA,
Vallette FM. Prognostic impact of the expression/phos-
phorylation of the BH3-only proteins of the BCL-2 family
in glioblastoma multiforme. Cell Death Dis. 2012; 3:e421.

Andreasson K. Emerging roles of PGE2 receptors in models
of neurological disease. Prostaglandins Other Lipid Mediat.
2010; 91:104-112.

Jiang J, Dingledine R. Prostaglandin receptor EP2 in the
crosshairs of anti-inflammation, anti-cancer, and neuropro-
tection. Trends Pharmacol Sci. 2013; 34:413-423.

Li F, Huang Q, Chen J, Peng Y, Roop DR, Bedford JS,
Li CY. Apoptotic cells activate the “phoenix rising” path-
way to promote wound healing and tissue regeneration. Sci
Signal. 2010; 3:ral3.

Pai R, Soreghan B, Szabo IL, Pavelka M, Baatar D,
Tarnawski AS. Prostaglandin E2 transactivates EGF
receptor: a novel mechanism for promoting colon cancer
growth and gastrointestinal hypertrophy. Nat Med. 2002;
8:289-293.

Shao J, Evers BM, Sheng H. Prostaglandin E2 synergis-
tically enhances receptor tyrosine kinase-dependent sig-
naling system in colon cancer cells. J Biol Chem. 2004;
279:14287-14293.

Soderberg O, Leuchowius KJ, Gullberg M, Jarvius M,
Weibrecht I, Larsson LG, Landegren U. Characterizing pro-
teins and their interactions in cells and tissues using the in
situ proximity ligation assay. Methods. 2008; 45:227-232.
Liang X, So YH, Cui J, Ma K, Xu X, Zhao Y, Cai L, Li W.
The low-dose ionizing radiation stimulates cell proliferation
via activation of the MAPK/ERK pathway in rat cultured
mesenchymal stem cells. J Radiat Res. 2011; 53:380-386.

Li B, Yuan M, Kim IA, Chang CM, Bernhard EJ, Shu HK.
Mutant epidermal growth factor receptor displays increased
signaling through the phosphatidylinositol-3 kinase/AKT
pathway and promotes radioresistance in cells of astrocytic
origin. Oncogene. 2004; 23:4594—4602.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Castellone MD, Teramoto H, Williams BO, Druey KM,
Gutkind JS. Prostaglandin E2 promotes colon cancer cell
growth through a Gs-axin-beta-catenin signaling axis.
Science. 2005; 310:1504-1510.

Gratas C, Séry Q, Rabé M, Oliver L, Vallette FM. Bak and
Mcl-1 are essential for temozolomide induced cell death in
human glioma. Oncotarget. 2014; 5:2428-2435.

Kim JJ, Tannock IF. Repopulation of cancer cells during
therapy: an important cause of treatment failure. Nat Rev
Cancer. 2005; 5:516-525.

Fowler JF. Rapid repopulation in radiotherapy: a debate on
mechanism. The phantom of tumor treatment—continu-
ally rapid proliferation unmasked. Radiother Oncol. 1991;
22:156-158.

Witte L, Fuks Z, Haimovitz-Friedman A, Vlodavsky I,
Goodman DS, Eldor A. Effects of irradiation on the release
of growth factors from cultured bovine, porcine, and human
endothelial cells. Cancer Res. 1989; 49:5066-5072.

Higgins DM, Wang R, Milligan B, Schroeder M, Carlson B,
Pokorny J, Cheshier S, Meyer F, Weissman I, Sarkaria J,
Henley J. Brain tumor stem cell multipotency correlates
with nanog expression and extent of passaging in human
glioblastoma xenografts. Oncotarget. 2013; 4:792-801.

Durand EM, Zon LI. Newly emerging roles for prostaglan-
din E2 regulation of hematopoiesis and hematopoietic stem
cell engraftment. Curr Opin Hematol. 2010; 17:308-12.
Mukherjee D, Coates PJ, Lorimore SA, Wright EG.
Responses to ionizing radiations mediated by inflammatory
mechanisms. J. Pathol. 2014; 232:289-299.

Ohneseit PA, Krebiehl G, Dittmann K, Kehlbach R,
Rodemann HP. Inhibition of cyclooxygenase-2 activity by
celecoxib does not lead to radiosensitization of human pros-
tate cancer cells in vitro. Radiother Oncol. 2007; 82:229-238.

Xu K, Wang L, Shu H. COX-2 overexpression increases

malignant potential of human glioma cells through Id1.
Oncotarget. 2013; 5:1241-1252.

www.impactjournals.com/oncotarget

10

Oncotarget



www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Supplementary Materials 2015

SUPPLEMENTARY FIGURES

Classification according to Verhaak (2010)
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Supplementary Figure S1: Some specific molecular characterization of the different primary cultures according to Verhaak
et al (ref 16).
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Supplementary Figure S2: Caspase dependent apoptosis can be induced in the GBM primary cultures by Etoposide
(85 nM). Mesenchymal, proneural and classical primary cultures (n = 3) were treated with Etoposide (ETO) for 48 hrs before caspase 3
assays.



www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Supplementary Materials 2015

NPRAIGRN > \ g s $*
2 g GG ®\6 \ é: ®<XQ6§&©Q~ QG%O Q%‘@iv’g ¢
O$ oF 90690$ &\0 C‘ \Cl WO \}\3 $$0\ $0\ 6\5\

-...--— e

e

72 h PGE2 treatment

Supplementary Figure S3: Effect of PGE2 on EGFR expression and phosphorylation after 72 hrs exposure. Inmunoblot
with antiEGFR and anti PhosphoEGFR antibodies were performed as described in the “materials and methods” section.
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Métabolisme et sensibilité a la mort cellulaire dans le glioblastome

Metabolism and cell death sensitivity in glioblastoma

Résumé

Les cellules cancéreuses présentent des
adaptations métaboliques leur permettant une forte
capacité de prolifération et une résistance aux signaux
de mort, notamment en augmentant la glycolyse aérobie
et la glutaminolyse. Le glioblastome multiforme (GBM),
tumeur cérébrale la plus fréquente chez l'adulte, est
caractérisé par une résistance accrue aux traitements
thérapeutiques et par la présence de cellules souches
cancéreuses. Ce projet de thése s’est intéressé au lien
entre le métabolisme et la sensibilité a la mort cellulaire
dans le GBM.

Dans un premier temps nous avons étudié
limpact de la mutation de lisocitrate déshydrogénase
(IDH) récemment mise en évidence chez les patients
atteints de GBM. Nous montrons que la mutation IDH
induit une diminution de la sensibilité a la mort cellulaire
induite par ['étoposide via la réduction du pool
mitochondrial de NADH.

Dans un deuxieme temps, nous avons cherché
a déterminer si l'inhibition de la glutaminolyse pouvait
moduler la réponse a la mort cellulaire dans le GBM.
Nous montrons que I'epigallocatéchine gallate (EGCG),
inhibiteur de la glutamate déshydrogénase (GDH), peut
sensibiliser les lignées de GBM a la mort cellulaire. De
plus, dans des modeles de primocultures, 'lEGCG
sensibilise le sous-type mésenchymateux des GBM a la
mort cellulaire. Ce modéle dérivant de tumeurs de
patients permet de conserver I'hétérogénéité tumorale
initiale, dont les cellules souches cancéreuses.

Ces résultats montrent un lien direct entre
métabolisme et résistance a la mort cellulaire et ouvrent
de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ainsi lEGCG
pourrait étre un bon candidat comme adjuvant aux
thérapies actuelles en traitement personnalisé.

Mots clés

Métabolisme, Mort cellulaire, IDH, EGCG, Glutamine,
Cellules souches cancéreuses, Glioblastome
multiforme

Abstract

Tumor cells undergo metabolic adaptations
allowing them to sustain a high proliferative rate and to
resist to cell death signals, especially increasing aerobic
glycolysis and glutaminolysis. Glioblastoma multiforme
(GBM), the most common brain tumor in adults, is
characterized by a strong resistance to therapeutic
treatments and the presence of cancer stem cells. This
PhD project investigated the link between metabolism
and cell death sensitivity in GBM.

First, we studied the impact of isocitrate
dehydrogenase (IDH) mutation recently identified in
GBM patients. We show that mutated IDH induces a
reduced sensitivity to etoposide-induced cell death
mediated through a mitochondrial NADH pool reduction.

Second, we aimed to determine if
glutaminolysis inhibition could modulate cell death
response in GBM tumor model. We show that
epigallocatechin gallate (EGCG), an inhibitor of
glutamate dehydrogenase (GDH), can sensitize GBM
cell lines to cell death. Furthermore, in primary cultures
models, EGCG sensitize the GBM mesenchymal
subtype to cell death. This cellular model derived
directly from patients tumors allows to keep the initial
tumor heterogeneity, in particular the presence of
cancer stem cells.

These results show a direct link between
metabolism and cell death resistance and open new
therapeutic strategies. Thus EGCG could be a good
candidate as an adjuvant in current GBM therapy in the
context of personalized treatment.
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