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Les gliomes, tumeurs les plus fréquentes du systeme nerveux central, constituent un groupe
hétérogene de tumeurs, gradées de I a IV selon la classification de I’'OMS (Louis et al, 2007),
chacune ayant des spécificités histologiques, génétiques, moléculaires, comportementales et
surtout des pronostics tres différents. Malgré d’importantes avancées dans le domaine de la
gliomagénese et de la génétique moléculaire, le bénéfice réel pour les patients, tant au niveau

de la prise en charge thérapeutique que de I’amélioration du pronostic, reste faible.

Un des objectifs de 1I’équipe dans laquelle j’ai réalisé mes travaux de Master II puis de these,
est de définir des marqueurs moléculaires diagnostiques, pronostiques, et prédictifs de la
réponse aux traitements dans les gliomes. Le laboratoire a développé une approche par
Hybridation Soustractive Suppressive (SSH), afin de rechercher les différences entre les
transcriptomes du glioblastome et de 1’astrocytome pilocytique (Colin et Baeza et al., 20006).
Cette étude a montré que dans le glioblastome, les genes surexprimés étaient surtout
impliqués dans I’invasion et 1’angiogénese. Au contraire, dans I’astrocytome pilocytique,
tumeur de grade I et généralement de bon pronostic, ce sont plutot des genes liés au
métabolisme cellulaire, aux processus protéolytiques et a 1’adhésion cellulaire qui étaient
exprimés. Parmi ces genes, KIAA 0510 était I'un des candidats les plus prometteurs
surexprimé dans les astrocytomes pilocytiques puisqu’il représentait 7,5 % des genes

analysés.

Les travaux principaux de cette these s’inscrivent dans la continuité de cette étude princeps.
Ainsi, a mon arrivée dans le laboratoire, et tout en collaborant a une étude concernant la
signature moléculaire des astrocytomes pilocytiques, ma mission a été d’identifier et de
caractériser la séquence KIAA 0510 en explorant différents aspects: 1) L’expression de
KIAA 0510 est-elle spécifique des astrocytomes pilocytiques? 2) Est-elle le résultat d’une
fusion entre les chromosomes 14 et 1? 3) Code-t-elle pour une protéine? Si oui, laquelle ?
Quelle est son expression dans les tumeurs du systtme nerveux central et plus
particulierement dans les gliomes, ainsi que dans le développement du systeme nerveux

central chez ’homme ?

Afin de mieux appréhender le rationnel des travaux de cette these et les résultats qui en

découlent, I’introduction bibliographique comprendra trois parties. Le premier chapitre
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détaillera la formation du néocortex, notamment la mise en place de la plaque corticale ; le
role de la glie radiaire sera également abordé ainsi que la neurogénese persistante chez
I’adulte. La physiopathologie des gliomes, principalement celle des glioblastomes et des
astrocytomes pilocytiques, leurs profils génotypiques et phénotypiques seront détaillés dans le
second chapitre de cette introduction. Un troisieme chapitre portera sur la matrice
extracellulaire dans le systeme nerveux central et plus particuliecrement la famille des
ténascines. Enfin, la présentation des travaux et la discussion générale seront 1’occasion de
faire le point sur les perspectives et les nouvelles pistes de recherche qui découlent des

résultats présentés ici.
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Chapitre I : Introduction bibliographique
Développement du systéme nerveux central

I. DEVELOPPEMENT DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

1.1 Généralités

Le systeme nerveux (SN) est au centre de I’intégration et de la transmission de 1’information.
Anatomiquement, on distingue le systeme nerveux central (SNC, le névraxe), qui comprend
I’encéphale et la moelle épiniere, du systeme nerveux périphérique (SNP), formé des
systemes ganglionnaires sympathique et parasympathique, entérique et sensoriel.

Chez I’homme, son apparition est trés précoce (18 jour embryonnaire) et sa différenciation
se déroule en deux phases. La premiere phase correspond a la construction anatomique, avec
la mise en place des principales structures, accompagnée d’une gliogénese et d’une
neurogénese intenses ; la seconde phase a la construction fonctionnelle et a I’établissement
des circuits cérébraux, les cellules nouvellement produites deviennent matures, se
différencient et acquierent des fonctions spécifiques (synaptogénese, myélinisation ...).

Ce chapitre s’intéressera brievement a la formation du cortex cérébral au cours du

développement, a la neurogénese persistante chez 1’adulte et enfin a la gliogénese.

1.2 Formation du systéme nerveux central

Au cours de la gastrulation, les feuillets embryonnaires se mettent en place, dont I’ectoderme
qui sera a I’origine du SNC. Pendant la neurulation (Figure 1), le SN s’individualise a partir
de la région dorsale de I’ectoderme pour former la plaque neurale, sous I’influence de
protéines issues du mésoderme (notochorde). Le tube neural se forme alors par invagination
de la plaque neurale en une gouttiere, puis par convergence et fusion de ses bords. Du coté de
I'extrémité antérieure, il se dilate en trois vésicules primaires (prosencéphale, mésencéphale et
rhombencéphale) puis en cinq vésicules secondaires, qui en se développant, vont former le
cerveau. La partie caudale du tube neural est a l'origine de la moelle épiniere. La cavité du
tube neural est a l'origine du canal de 1'épendyme et des ventricules qui contiennent le liquide
céphalo-rachidien. La région du tube neural qui forme la moelle épinicre s’organise selon
I'axe dorso-ventral grace a des signaux moléculaires provenant de la notochorde sous-jacente
et de la plaque du plancher (la partie la plus ventrale du tube neural) ou de la région du toit (la
partie la plus dorsale du tube neural) qui sécréte des protéines des familles Wnt et BMP (Bone

Morphogenetic Protein).



Chapitre I : Introduction bibliographique
Développement du systéme nerveux central

Ectoderme  Créte neurale  Neuroectoderme =

J18 Plaque neurale J20 Gouttiere neurale
O <— Chorde
J25
J22 [TITTTTTIIIT I [[[[] [T T T T T ITT]
Créte neurale M
" Canal de
Tube neural ——» I’épendyme

Substance blanche

e} Substance grise ~

@)

Figure 1 : Neurulation chez I’embryon humain
JI8 : le neuroectoderme s’épaissit et la plaque neurale se forme ; J20 : la plaque neurale s’invagine pour
former la gouttiere neurale ; J22 : les crétes neurales se rejoignent et la gouttiere neurale se ferme donnant
naissance au tube neurale, les crétes neurales se séparent du tube ; J25 : le tube neural s’épaissit et délimite en
son centre une cavité, futur canal de 1’épendyme, la partie centrale donnera la substance grise et la partie

externe a la paroi, la substance blanche.

Au terme de la neurulation, le SNC est constitué d’un tube dans lequel circule le liquide
céphalo-rachidien. Cette cavité ventriculaire est bordée de cellules souches qui forment un
épithélium circulaire dit neuro-épithélium. Ces cellules souches neuro-épithéliales sont en
contact en méme temps avec le ventricule et la pie-mere. Elles ont une forte activité mitotique
et se divisent a proximité de la lumiere du tube pour former une couche germinative pseudo-
stratifiée qui produira la totalité des neurones et des cellules gliales du SNC. La destinée des
cellules post-mitotiques est différente selon les régions ; soit elles gagnent la superficie du
tube pour adopter une position sous-méningée (cortex), soit elles se différencient localement,
a proximité de la cavité ventriculaire pour former les futurs noyaux gris centraux, les noyaux

du tronc cérébral et les noyaux de la moelle.

1.3 Formation et organisation du cortex cérébral

Chez I’homme, le cortex cérébral est la partie du cerveau qui se distingue le plus des autres
mammiferes et, il est incontestablement la structure la plus complexe. Son développement
passe par une production coordonnée de nombreux sous-types neuronaux qui peuplent régions

et couches corticales spécifiques.
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Le néocortex se forme sur I’extrémité rostrale du tube neural, a la surface externe des
vésicules cérébrales et selon trois processus importants : la prolifération, la migration et la
maturation. Chez I’homme, la neurogénese et la migration se déroulent durant les 24
premieres semaines d’aménorrhée (SA), la maturation débute aprés la neurogénese et la

migration et se prolonge apres la naissance.

1.3.1 La neurogénese chez ’embryon et le role de la glie radiaire

La neurogénese est 1’étape de production de cellules nerveuses a partir de cellules souches
neuroépithéliales dans la zone germinative périventriculaire. Elle débute chez ’homme des la
cinquieme semaine de développement.

Les cellules souches neuro-épithéliales ont la capacité de s’auto-renouveler, de proliférer par
divisions symétriques puis de se différencier en neuroblastes par divisions asymétriques. Les
neuroblastes sont essentiellement formés dans la zone ventriculaire (ZV), et sous-ventriculaire
(SVZ).

Ces cycles de prolifération cellulaire précoces permettent d’obtenir un pool de cellules
souches neurales mais également 1’expansion symétrique d’un autre type de cellules : les
cellules gliales radiaires (CGR).

Les CGR, mises en évidence par Rakic en 1972, sont présentes transitoirement au cours du
développement et possedent une polarité apico-basale. Du c6té apical, elles projettent leur
unique cil dans le ventricule ou circule le fluide cérébrospinal. Du co6té basal, elles sont en
contact avec les méninges, la lame basale et les vaisseaux sanguins (Figure 2).

La premiere neurogénese permet la mise en place d’une préplaque, une couche située entre la
matrice proliférative ventriculaire et la surface méningée. Au cours de cette neurogénese, la
paroi du tube neural s’épaissit, 1’aire de surface et I’épaisseur de la ZV augmentent et la glie
radiaire en maintenant ses contacts avec le ventricule et la pie-mere prend une forme de plus

en plus allongée.

Le précurseur neuronal quitte 1’épithélium ventriculaire vers la zone marginale, migre le long
de la glie radiaire et donne par division symétrique deux neurones dans la SVZ (Noctor et al.,
2004). Durant la seconde neurogénese, les cellules souches commencent a se diviser de
maniere asymétrique. Ce mode de division permet de maintenir un pool de cellules souches et

de produire des progéniteurs neuraux.
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Pendant longtemps, il a été admis que la glie radiaire produisait uniquement des astrocytes

corticaux, mais des données récentes indiquent qu’elle présente des propriétés de cellule

souche pluripotente : production de multiples types cellulaires neuraux, auto-renouvellement

(Haubensak W et al., 2004 ; Anthony et al., 2004 ; Noctor et al., 2007). En se divisant de

maniere asymétrique, les CGR produiraient également des neurones corticaux.

Kriegstein et Alvarez-Buylla (2009) proposent un schéma avec trois modes de neurogénese

possibles au cours desquels les CGR génerent des neurones (Figure 2) : a/ directement par

division asymétrique ; b/ indirectement en générant des progéniteurs ; ¢/ indirectement apres

une double amplification de progéniteurs.
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Figure 2 : Trois modes de neurogénese a partir des CGR pendant le développement cortical

nIPC : cellule progénitrice intermédiaire neurogénique; oIPC : cellule progénitrice intermédiaire

oligodendrocytaire ; MZ : zone marginale ; CP : plaque corticale ; IZ : zone intermédiaire ; SVZ : zone sous

ventriculaire ; ZV : zone ventriculaire.

- Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009 -



Chapitre I : Introduction bibliographique
Développement du systéme nerveux central

Lorsque la production neuronale cesse, la plupart des CGR commencent a se détacher du coté
apical, elles se rétractent et se transforment en astrocytes pendant que la production des
progéniteurs d’oligodendrocytes continue.

La prochaine étape clé du développement du néocortex est la migration. Elle se déroule entre
la 7°™ et la 25°™ SA chez I’homme et entre le 11%™ et le 18°™ jour de développement chez la

souris.

1.3.2 La migration

Lors de la formation du néocortex, les neurones migrent a partir de la SVZ et des éminences
ganglionnaires.

Les couches qui le constituent se forment suite a des migrations radiaires et tangentielles
adoptées par plusieurs types de précurseurs neuraux. Vers la 5™ SA, la paroi des vésicules du
télencéphale comporte deux couches, la ZV et la zone marginale, située immédiatement en

dessous de la pie-mere.

1.3.2.1 La migration radiaire

v La formation de la préplaque

Lors de la premicre étape de migration, les neurones post-mitotiques se liberent de la ZV pour
constituer ce que 1’on appelle la préplaque ou couche primordiale plexiforme (Figure 3).
Cette couche contient des cellules de Cajal-Retzius, une population de neurones précoces
spécialisés dont le role est crucial dans la formation des couches corticales. Une récente étude
a montré I’existence de cellules originaires du télencéphale basal, nommées « cellules
corticales prédécesseurs » qui migrent de manicre tangentielle pour arriver juste au dessous de
la pie-mere avant la fermeture complete du tube neural, et avant le début de la neurogénese
(Bystron et al., 2006). Ces données apportent de nouvelles pistes quant au développement du
cortex.

La préplaque se compose par conséquent de « cellules corticales prédécesseurs » et de

neurones générés dans la ZV du télencéphale dorsal.

v La formation de la plaque corticale
Lorsque la préplaque est formée, les neurones entrent en phase post-mitotique et migrent

toujours de maniere radiaire. Ils scindent la préplaque en future couche I dite couche
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moléculaire externe et en sous-plaque (Figure 3): c’est ’apparition de la plaque corticale
embryonnaire, future substance grise du cortex définitif. Les neuroblastes migrent ensuite le
long des CGR pour former les couches individuelles du néocortex.

La premiere couche formée est la sixicme en partant du bas entre la sous-plaque et la zone
marginale. Les neuroblastes nouvellement formés migrent a travers les couches de neurones
précédemment différenciés et se déposent sur le versant externe de la plaque corticale. Ce
processus est le « inside out layering ». Ainsi, la couche V se forme entre la couche VI et la
zone marginale, la couche IV entre la couche V et la zone marginale et ainsi de suite. Cette
migration radiaire, par vagues successives de neurones, constituera les couches Il a VI de la

plaque corticale, le futur cortex.

L ZM=1

11 (SVZ)
IV (SVZ)
V (SVZ)
VI (ZV)

SP= VII (ZV)

SVZ

ogr

Figure 3 : Les étapes de la corticogenése

A) Les CGR de la ZV produisent les premiers neuroblastes (n) qui forment la préplaque (PP) ; B) les neurones
de la plaque corticale (PC) sont générés dans un second temps. Les neuroblastes des couches corticales migrent
sur le support de la glie radiaire pour se positionner au milieu de la préplaque, qui est scindée en deux régions :
la zone marginale en surface (ZM) et la sous-plaque (SP) ; C) les neurones des couches corticales sont générés
successivement, des couches profondes aux couches superficielles. Au lieu de produire un neuroblaste, les CGR

peuvent générer un progéniteur basal (pb) capable de se diviser en au moins deux neuroblastes.

- Narboux-Néme et Gaspar, 2008 -

Les neurones des couches les plus profondes (V-VI) sont générés dans la ZV, mais au bout de

la 6™ SA, cette dernidre diminue sa production de neuroblastes qui sera reprise par la SVZ,

11
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immédiatement adjacente a la ZV. Les neurones destinés aux couches IV, IIL, 1I, sont issus de
cette zone ci (Tarabykin et al., 2001). La population de neurones de la couche moléculaire (I)
est générée en deux temps, les cellules précoces de Cajal-Retzius sont issues de la ZV alors
que les interneurones GABAergiques sont produits plus tardivement au niveau de I’éminence
ganglionnaire (Zecevic et al., 2001), et selon une autre forme de migration.

Le pic de migration des cellules vers la plaque corticale se passe entre le 3™ et le 5™ mois
de gestation. La majorité des cellules sont des neurones excitateurs a projections

glutamatergiques.

Un autre type de migration a été mis en évidence, inverse a la migration radiaire classique, qui
va de la plaque corticale vers la ZV. Ce type de migration concerne les interneurones
GABAergiques issus de I’éminence ganglionnaire. Apres avoir atteint le futur cortex, ces
neurones font le chemin inverse vers la ZV ou ils marquent une pause, puis regagnent a
nouveau la plaque corticale par migration radiaire. Ce phénomene serait nécessaire a

I’acquisition d’informations sur leur positionnement futur (Nadarajah et al., 2002).

1.3.2.2 La migration tangentielle (ou neurophiligue)

La migration tangentielle débute avant la formation corticale et se poursuit en méme temps
que la migration radiaire. On observe ce type de migration dans les régions ou la glie radiaire
est absente et ol il n’y a pas d’interaction neurone/glie. Elle a lieu le long des fibres axonales
qui sont déposées tangentiellement a la surface du cerveau. La migration tangentielle
concerne les neurones qui franchissent les régions périventriculaires, tel que les interneurones
GABAergiques issues des éminences ganglionnaires. Dans le neuroépithélium, les neurones
passent d’'un compartiment a un autre via ce type de migration, ce qui permet d’avoir une

hétérogénéité clonale au sein du cortex.

1.3.2.3 De 'implication de certaines molécules

Plusieurs molécules sont impliquées dans la migration corticale et I’absence de certaines
d’entre elles peut entrainer de graves troubles de la lamination.

Entre autre, la reeline, une glycoprotéine de la matrice extracellulaire (MEC) que 1’on
retrouve principalement dans le cerveau. Elle module la migration des neurones au contact de

la couche I en rompant le contact neurone/glie. Chez les souris mutantes reeler (reeline-/-) ou
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chez celles qui ont subi I’ablation des cellules de Cajal-Retzius (Super et al., 2000), on
observe de graves troubles de la lamination corticale. La reeline interagit avec deux récepteurs
appartenant a la méme famille de lipoprotéines transmembranaires : VIdIR (Very Low Density
Lipoprotein Receptor) et ApoER2 (Apolipoprotein E Receptor 2). Leurs roles sont distincts
dans la régulation de la migration neuronale corticale ; V1dlr modulerait le signal d’arrét alors
que ApoER2 favorise la migration des neurones nés tardivement (Hack et al., 2007). Dab-1
(Disabeld1) est une protéine intracellulaire qui entre aussi dans le pattern de signalisation de
la reeline.

LIS1 est une protéine intracellulaire qui contrdle les mouvements du cytosquelette (7ai et al.,
2002) et intervient autant dans la migration radiaire, que dans la morphogénese et les
divisions cellulaires. Son absence (lissencéphalie de type 1) entraine des troubles de la
migration et de la morphologie des cellules neuronales et gliales (Cahana et al., 2001).

La double cortine (DCX) est exprimée par les neurones post-mitotiques en migration
(Mizuguchi et al., 1999) mais aussi par des neurones matures (Nacher et al., 2001). Elle
stabilise les réseaux de microtubules neuronaux (Yoshiura et al., 2000) et sa surexpression
inhibe la croissance neuritique (Shmueli et al., 2001).

La protéine kinase CdkS5 inhibe la formation des liaisons intercellulaires des neurones déja en
place et permet aux néo-neurones de traverser les couches déja formées (Aboitiz et al., 2002).
L’astrotactine permet aux neurones post-mitotiques de se lier aux cellules gliales et de migrer
le long des prolongements radiaires (Zheng et al., 1996). Chez les souris mutantes
(astrotactine -/-), les liaisons sont de mauvaise qualité et la migration est ralentie (Adams et
al., 2002).

Aussi, la filamine-1, une phosphoprotéine intracellulaire qui induit une réorganisation du
réseau d’actine (Fox et al., 1998). Une mutation de ce geéne, entraine des hétérotopies de
neurones en position péri-ventriculaire et une désorganisation des fibres radiaires (Santi et al.,

2001).

1.3.3 La maturation

Le processus de maturation cellulaire est une suite chronologique d’évenements qui modifient

les capacités d’une cellule jusqu’a atteindre un état terminal différencié. Elle consiste en la

formation de connexions fonctionnelles néocorticales.
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1.3.3.1 Quel devenir pour une cellule souche neuroépithéliale?

Dans les années 1970, les travaux de Le Douarin et Teillet (/974) ont mis en évidence la
plasticité des précurseurs neuraux et des progéniteurs pluripotents, en étudiant les cellules de
la créte neurale. Ils ont émis la théorie selon laquelle la différenciation cellulaire, la synthese
des neurotransmetteurs et les fonctions exercées dépendraient de 1’environnement dans lequel
les cellules évoluent. Les cellules souches neuroépithéliales peuvent se différencier en au
moins trois types de précurseurs : un précurseur neuronal qui génere surtout des neurones, un
précurseur glial qui donne surtout des oligodendrocytes et des astrocytes, et en cellules
souches de la créte neurale qui génerent les neurones du SNP, les cellules de Schwann et le
mésenchyme cranio-facial. Le phénotype neuronal s’acquiert lorsque le neurone quitte la ZV.
A ce moment-13, le profil du neurone post-mitotique n’est pas encore défini, mais ce sont les
cellules environnantes qui en sécrétant des protéines de la MEC, influencent son devenir
(Englund et al., 2002). Des études ont €galement montré que certains genes pouvaient
conditionner I’apparition d’un phénotype donné, c’est le cas, par exemple, du gene ARX,
exprimé par les cellules de la zone germinative (ZG) au niveau du noyau caudé qui détermine

I’apparition d’interneurones GABAergiques (Kitamura et al., 2002).

1.3.3.2 Histologie du néocortex

L'étude histologique du cortex a commencé des le XIX® siecle (travaux de Santiago Ramon y
Cajal et Camillo Golgi). Dans les couches corticales, les neurones s'organisent en unités
fonctionnelles (Tableau I). Cependant il n'est pas possible de les distinguer par des méthodes
histologiques classiques ; ce sont des études fonctionnelles qui ont mis en évidence les
différents types de neurones. L apparition de la synaptogénese conditionne la venue de deux
phénomenes ultimes du développement cérébral : la giration cérébrale, phénomene qui permet
de passer d'un cortex cérébral lisse a un encéphale mature, plissé et donc bien plus important

en surface, et la myélinisation.
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Couche I Contient des fibres d'association, des axones et des dendrites, quelques rares cellules
« moléculaire ou plexiforme » horizontales de Cajal-Retzius et des neurones étoilés (couche d'association)
Couche 11 Population dense de petites cellules pyramidales et étoilées, de neurones granulaires.
« granulaire externe » Elle est impliquée dans les connexions cortico-corticales afférentes
Couche IIT Neurones pyramidaux et étoilés de taille moyenne i petite et interneurones.
« pyramidale externe » Elle est impliquée dans les connexions cortico-corticales efférentes
Couche IV Cellules étoilées de petite taille (cellules réceptrices). Riche en interneurones.
« granulaire interne » Elle recoit les informations d’autres structures.
Couche V ‘ o
idale int Grandes cellules pyramidales, cellules étoilées.
« pyramidae inferne ou Elle établit des connexions efférentes hors du cortex.
ganglionnaire interne »
Couche VI
. Cellules polymorphes, petites, pyramidales, étoilées et fusiformes (couche d'association)
« polymorphe ou fusiforme »

Tableau I : Classification histologique du néocortex des couches I a VI

La couche VII est une structure transitoire qui disparait progressivement avec la maturation

cérébrale.

1.4 La neurogénese chez 1’adulte

1.4.1 Localisation dans le cerveau des mammifeéres

Chez les mammiferes, la glie radiaire disparait dans les semaines qui suivent la naissance,
excepté dans certaines zones ou de nouvelles cellules neuronales seront générées chez
I’adulte :

v' au niveau du gyrus denté de I’hippocampe adulte, les cellules granulaires continuent d’étre
générées tout au long de la vie par les cellules souches neurales et leurs progéniteurs dans
la zone sous-granulaire (Kornack et Rakic, 1999 ; Gould et al., 1998 ; Altman et Das ;
1996).

v’ au niveau du cervelet, la glie de Bergman joue un role important dans la migration et la
différenciation au cours du développement et dans la mise en place des neurones du cortex

cérébelleux. Cette région persiste chez 1’adulte.
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v’ au niveau de la rétine, la glie de Miiller accompagne la croissance de l'oeil tout au long de
la vie et assure également la réparation de différents types de 1ésions (Maier et Wolburg,

1979; Braisted et al., 1994 ; pour revue voir Hitchcock et al., 2004).

1.4.2 Les marqueurs de glie radiaire

Les CGR expriment un certain nombre de marqueurs spécifiques, dont les plus importants
sont rapportés ci-apres :

v BLBP (Brain Lipid-Binding Protein)

C’est une protéine nucléaire et cytoplasmique dont I’expression est corrélée de maniere
spatio-temporelle a la différenciation neurale, dans le cervelet post-natal, la moelle épiniere et
le cortex cérébral. BLBP est exprimée de maniere transitoire par la glie radiaire dans la ZV et
le cervelet post-natal. Des anticorps dirigés contre BLBP bloquent la différenciation
neuronale et gliale dans des cultures cellulaires primaires, mais n’ont pas d’effet sur la
prolifération ou sur 1’adhésion. Cette protéine serait nécessaire a 1’établissement du systéme
fibrillaire radiaire essentiel a la migration des neurones immatures pour établir les couches
corticales (Feng et al., 1994).

v' GLAST (Astrocyte Specific Glutamate Transporter)

On le retrouve également sous le sigle SLCLA3 ou EAATI. C’est une protéine qui régule le
transport du glutamate dans la cellule (Storck et al., 1992 ; Rothstein et al., 1994) griace a un
co-transport Na+/H+/K+ (Kanai et al., 2004). GLAST est exprimé par les astrocytes et la glie
de Bergmann mais également par les cellules de Miiller (Rauen et al., 1998).

v La Vimentine et la Nestine

Elles appartiennent a la famille des filaments intermédiaires, de type III pour la vimentine, de
type IV pour la nestine. Exprimées par les cellules en division et sont considérées comme des
marqueurs de cellules immatures. Elles sont exprimées transitoirement par différents types
cellulaires au cours du développement, elles sont ré-exprimées au cours de certaines

pathologies (pour revue Ho et Liem., 1996).
1.4.3 La glie radiaire : source de cellules souches chez I’adulte
Le cerveau a pendant longtemps était considéré comme une structure figée avec un nombre

déterminé de neurones a la naissance ; c’était sans savoir qu’il est en réalité doté d’une grande

plasticité. En 1965, Altman et Das, ont mis en évidence la présence de cellules en division
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pendant la vie post-natale dans I’hippocampe de rat (Altman et Das, 1965). Suite a cette
découverte, d’autres zones neurogéniques, niches de cellules souches neurales et de
précurseurs neuraux en division ont été caractérisées. En 1992, Reynolds et Weiss ont isolé
des cellules souches et progénitrices neurales a partir du striatum de cerveaux de souris
adultes. En 1998, Elizabeth Gould a démontré une neurogénese dans le gyrus denté de
I’hippocampe du singe adulte (Gould et al., 1998). Depuis, des cellules souches et
progénitrices ont été isolées a partir d’autres régions du SNC, dont la moelle épiniere, chez
différentes especes (mammiferes dont ’homme, oiseaux, poissons, insectes).

Durant cette derniere décennie, des études ont montré 1’existence de cellules nommées « B
cells » et d’une sous-population d’astrocytes issue de la zone sous-granulaire (SGZ) dans le
gyrus denté chez les mammiferes adultes, ayant pour origine les CGR. Ces cellules
fonctionneraient comme des précurseurs neuronaux ou cellules souches neurales et pourraient
produire des neurones, des oligodendrocytes et des astrocytes. Ces observations ont conduit
Kriegstein et Alvarez-Buylla a proposer un modele de lignage des cellules souches neurales, ol
les précurseurs neuronaux chez I’adulte proviendraient de ce type cellulaire (Kriegstein et

Alvarez-Buylla, 2009) (Figure 4).
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Figure 4 : Modéle de lignage des cellules souches neurales
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CSN : cellule souche neurale ; SGZ : zone sous granulaire ; SVZ: zone sous ventriculaire ; nIPC : cellule
progénitrice intermédiaire neurogénique ; olPC : cellule progénitrice intermédiaire oligodendrocytaire; alPC :

cellule progénitrice intermédiaire astrocytaire ; CGR : cellule gliale radiaire.

- Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009 —

1.4.4 Description de la SVZ murine et humaine chez I’adulte

La SVZ est I’autre zone neurogénique décrite chez 1’adulte.C’est une fine couche de cellules
en division située dans la paroi des ventricules latéraux, juste au dessous des cellules
épendymaires (Figure 5). Elle est la zone neurogénique qui produit le plus de neurones. Chez
la souris, c’est dans les murs des ventricules latéraux que sont formés les nouveaux
précurseurs neuronaux, les neuroblastes. Ceux-ci migrent tangentiellement le long du flux
migratoire en formant une chaine, puis atteignent le bulbe olfactif ou ils se différencient en
interneurones spécialisés : neurones périglomérulaires ou granulaires (Figure 6). Les
neuroblastes sont entourés de cellules gliales astrocytaires et de précurseurs neuraux

immatures (Doetsch et al., 1999, 1997).

Paroi latérale Cellules
de la cormne épendymaires
antérieure !

Astrocytes, cellules de type B

Organisation
tangentielle des
neurcblastes en
migration

Lumiére du ventricule

Astrocytes, cellules
de type B

Priﬁu-r-lurs immatures,
cellules de type C

Figure 5 : Organisation de la SVZ adulte chez la souris
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La chaine de neuroblastes en migration (cellules de type A) est entourée par les astrocytes (cellules de type B) et
les précurseurs immatures (cellules de type C). Les cellules de type C sont intimement associées aux cellules de

type A. Les cellules épendymaires séparent les neuroblastes de la cavité des ventricules latéraux.

- Quinones-Hinojosa et Chaichana, 2007 -

ﬂ Cellule saushe @ celule mitle

& Précurseur neuronal £ Glominle
+ Meurcblaste ‘3_0_15 Meurone périgloménlaine
& Meurcblaste en migration o ™E Mouveau neurone granulaire

Figure 6 : Migration des neuroblastes de la SVZ jusqu’au bulbe olfactif ou ils se différencient en
neurones périglomérulaires ou granulaires

(Coupe sagittale passant par un ventricule latéral)

- Vescovi et al., 2006 -

Chez ’homme, la SVZ s’organise différemment ; les cellules souches astrocytaires ne sont
pas adjacentes a I’épendyme, leurs corps cellulaires s’accumulent en un ruban séparé de la
couche épendymaire par un espace dépourvu de cellules (Quinones-Hinojosa et al., 2006 ;
Sanai et al., 2004) ; de plus, il n’y a pas de chaine de migration formée par les neuroblastes
dans cette région, les neurones générés migrent vers un autre site actuellement indéfini,
différent du bulbe olfactif de la souris (Figure 7). Des travaux dans le cerveau de lapin adulte
suggerent que les néoneurones migrent ventralement vers le télencéphale caudal (Luzzati et
al., 2003), cependant I’hypothese n’a pas été confirmée chez ’homme. En outre, le niveau de
prolifération de la SVZ chez I’homme adulte reste inférieur a celui observé chez les autres

mammiferes.
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Figure 7 : Organisation de la SVZ adulte chez ’homme

Couche I : cellules épendymaires ; Couche Il : espace dépourvu de cellule ; Couche Il : ruban astrocytaire ;
Couche IV : zone transitoire adjacente au parenchyme ; des cellules épendymaires peuvent se déplacer dans la
couche Il en formant de clusters.

- Quinones-Hinojosa et Chaichana, 2007 -

1.5 La gliogénese

1.5.1 Définition

La gliogenese consiste en la prolifération des cellules gliales. Au cours du développement
embryonnaire, la gliogénése commence apres le début de la neurogénese. Les précurseurs
gliaux générés dans la ZV ou SVZ migrent vers leurs destinations finales de fagon similaire
aux neurones.

La glie, est une population hétérogene de cellules du SNC et du SNP. Chez ’homme elle
constitue I’essentiel du volume du tissu nerveux. Ce tissu interstitiel a la méme origine que les

précurseurs neuronaux et comprend des types cellulaires d’origine neuro-ectoblastique et
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mésoblastique. Elles se différencient en microglie dont le rdle est immunitaire, et en
macroglie qui assure une fonction de soutien structural et métabolique (maintien de
I’homéostasie) aux neurones et intervient dans I’émission et la conduction des signaux
nerveux.

Les cellules macrogliales sont impliquées dans la myélinisation des fibres nerveuses et dans le
traitement de 1’information. Elles englobent trois principaux types cellulaires: les astrocytes,
les oligodendrocytes, les ependymocytes (participent a la régulation des échanges entre le
SNC et le liquide céphalorachidien).

I1 existe un sous-groupe de cellules gliales distinct des cellules macrogliales et microgliales :
les polydendrocytes, définis comme des cellules parenchymateuses exprimant le protéoglycan

NG2 (Nerve/Glial Antigen 2) (Nishiyama et al., 2009).

I.5.2 Les précurseurs gliaux

La différenciation des cellules souches et celle de leurs précurseurs dépendent de leur
environnement. Les cellules souches du tube neural peuvent se différencier en au moins trois
types de précurseurs monopotents : précurseurs neuronaux, précurseurs gliaux et en cellules
souches des crétes neurales qui vont générer neurones et cellules de Schwann. Plusieurs
marqueurs de cellules souches ont été identifiés dont la nestine (Yamaguchi et al., 2000), et
CD133, une glycoprotéine transmembranaire, qui reste I’'un des antigénes les plus étudiés

actuellement (Mizrak et al., 2008).

Plusieurs précurseurs gliaux ont été décrits (Figure 8) et se caractérisent par I’expression de

marqueurs moléculaires spécifiques (Figure 9).

v 02-A/OPC
En 1983, Raff et collaborateurs décrivent dans des cultures de nerf optique de rat périnatal, un
progéniteur glial : le progéniteur O-2A (Oligodendrocyte type-2 Astrocyte) (Raff et al.,
1983) ; celui-ci est également présent dans le cortex cérébral (Behar et al., 1988), cérébelleux
(Levi et al., 1987) et dans la moelle épiniere de rongeurs nouveaux-nés (Fok-Seang et Miller,
1994). Chez le rongeur, in vitro, ces cellules sont capables de se différencier en
oligodendrocytes ou en astrocytes de type 2 selon le milieu de culture (Raff et al., 1984 ;
Collarini et al, 1991) ; in vivo, les cellules O-2A sont unipotentielles et se différencient par

défaut en oligodendrocyte, d’ol leur nom d’OPC (Oligodendrocyte Precursor Cell) (Espinosa
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de los Monteros et al., 1993). Ces cellules sont immunoréactives pour le ganglioside A2BS5 et
expriment le récepteur PDGFRa. Chez I’homme, on trouve également des cellules O-2A like
ou elles représentent 2 a 4% de la population cellulaire de la substance blanche. In vitro, et
selon le milieu de culture, ces cellules se différencient en oligodendrocyte O4+ ou en
astrocyte de type 2 (Scolding et al., 1998).

v" GRP (Glial Restricted Precursor)
Ce serait les précurseurs gliaux les plus précoces. Isolés la premiere fois chez le rat, au niveau
de la partie caudale du tube neural (Rao et al., 1998), les GRP sont capables de se différencier
en oligodendrocyte O4+ et en astrocyte de type 1 et 2 in vivo et in vitro (Rao et al., 1998 ;
Herrera et al., 2001). Ces caractéristiques sont aussi bien présentes dans le cerveau du
rongeur en développement que dans des cultures embryonnaires cérébrales humaines
(Dietrich et al., 2002).

v’ Les polydendrocytes (ou synantocytes)
IIs constituent une population particuliere que 1’on trouve dans la substance blanche et dans le
cortex et possedent de nombreux prolongements en contact avec les nceuds de Ranvier. Les
polydendrocytes expriment la protéine transmembranaire NG2 et le récepteur PDGFRa. Le
lien entre ces cellules, les cellules O-2A/OPC et les cellules GRP n’est pas clairement établi.
In vitro, ils présentent un caractere multipotent puisqu’ils peuvent aussi bien se différencier en
oligodendrocytes qu’en neurones (Belachew et al., 2003 ; Nishiyama et al., 2009).

v' MNOP (Motoneuron Oligodendrocyte Precursor)
Ces précurseurs peuvent aussi bien se différencier en oligodendrocytes qu’en motoneurones
de la moelle épiniere (Lu et al., 2002). Un précurseur similaire, le précurseur NOP (Neuron-
Oligodendrocyte Precursor), a été mis en évidence dans le cortex ou il génere des
oligodendrocytes et des neurones (Rowitch et al., 2002).

v'  WMPC (White Matter Progenitor Cells)
Ce progéniteur a été décrit dans la substance blanche humaine chez I’adulte (Roy et al., 1999).
Ce sont de petites cellules bipolaires, immunoréactives pour A2B5. Elles sont capables, in
vitro, de former des neurospheres et de se différencier en neurones, astrocytes ou
oligodendrocytes selon les conditions de culture (Nunes et al., 2003).

v' APC (Astrocyte Precursor Cells)
Ces précurseurs astrocytaires sont présents dans le nerf optique, expriment Pax2 et sont
immunoréactifs pour A2BS. Ils se différencient uniquement en astrocyte de type 1 et en

oligodendrocyte (Mi et Barrres, 1999).
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Oligodendrocyte Astrocyte

Autres types / a Polydendrocyte GRP 0
cellulaires /" PDGFRa+ Y S~~~
Oligodendrocyte

NG2+ A2BS+
PDGFRa-
NG2-
Oligodendrocyte
WMPC ) Astrocyte
< » O2A ??ﬁ
<« \_’/ » type 2
\ A2B5+
— A2B5+ Cellule souche PDGFRa+
Neuron / NG2+ \
Astrocyte %
Oligodendrocyte
MNOP APC
Olig2+  \{i) A2B5+
/ \ Pax2+
Oligodendrocyts :— l ;i/i E %
reodendroeyie Astrocyte
Motoneurone Oligodendrocyte ~ AStrocyte

Figure 8 : Les différents types de précurseurs gliaux

Les cellules souches se différencient en oligodendrocytes et astrocytes via des précurseurs intermédiaires.
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Figure 9 : Marqueurs moléculaires du lignage glial normal chez le rongeur en développement

- adapté de la these de C Colin -

Cependant, il est important de noter que ce lignage parfois peu précis reste controversé selon

les différentes études.

1.5.3 Les cellules gliales matures

1.5.3.1 Les oligodendrocytes

L’oligodendrocyte joue un rdle essentiel dans la formation de la gaine de myéline du SNC,

une gaine lipidique entourant les axones et destinée a favoriser la vitesse de conduction de

I'influx nerveux. Dans le SNP, cette fonction est assurée par les cellules de Schwann.

L’oligodendrocyte exprime plusieurs protéines majoritaires de la myéline :

v Plpl (Proteolipid protein 1) dont I’épissage altenatif du géne produira deux isoformes :

PLP et Dm20.
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v' CNP (2°,3’-Cyclic Nucleotide 3’ Phosphodiesterase) régule la distribution des
microtubules cytoplasmiques.

v' MBP (Myelin Basic protein) pour qui il existe 14 isoformes issues d’épissages alternatifs,
exprimées a des stades spécifiques du développement. Les isoformes MBP4 et MBP14
sont les plus abondantes dans le SNC, et elles contribuent a la formation et a la

stabilisation de la gaine de myéline (Readhead et Hood., 1990).

1.5.3.2 Les astrocytes

Les astrocytes constituent la principale population de cellules gliales du SNC puisqu’ils
représentent 20 a 50% du volume de certaines régions du cerveau et sont cinq fois plus
nombreux que les neurones. Ce sont des cellules étoilées, pourvues de nombreux
prolongements en contact direct avec les vaisseaux sanguins, la pie-mere et les neurones.

IIs exercent de nombreuses fonctions essentielles au bon fonctionnement du SNC (transport
des nutriments du sang vers les neurones, production de facteurs de croissance, régulation du
potassium extracellulaire, croissance axonale, empéchent la dispersion des neurotransmetteurs
hors de la fente synaptique, participent a la constitution de la barriere hémato-encéphalique).
En outre, des études in vitro ont montré I’'implication des astrocytes dans le contrle de la
neurogénese dans 1’hippocampe adulte du rat (Song et al., 2002).

Le marqueur moléculaire typique des astrocytes est la protéine fibrillaire gliale GFAP

(Bignami et al., 1972). La plupart expriment également la protéine S100.

Les oligodendrocytes, les astrocytes, mais également les neurones et les cellules
épendymaires seraient a l’origine de certaines tumeurs du SNC (Tableau II). Mais
I’histogenese de ces tumeurs est encore controversée. Les glioblastomes, par exemple,
pourraient dériver de la dédifférenciation de cellules gliales matures post-mitotiques.
Cependant, I’hypothese actuellement soutenue par les scientifiques propose que ces tumeurs

proviendraient de la transformation maligne de cellules souches ou de précurseurs gliaux.
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Tumeurs associées

Astrocytomes

Astrocytome pilocytique

Astrocytome diffus

Astrocyte Astrocytome anaplasique
Glioblastome
Oligoastrocytome
Xanthoastrocytome pléiomorphe
Oligodendrogliome
Oligodendrocyte ;
Oligoastrocytome
Gangliogliome
Neurone
Neurocytome
Cellule
2 : Ependymome
épendymaire

Tableau II : Types cellulaires et principales tumeurs du systeme nerveux central associées
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II. LES GLIOMES

I1.1 Définition

Les gliomes, tumeurs les plus répandues du SNC, se répartissent en plusieurs sous types,
chacun étant caractérisé par une structure histologique et une localisation topographique bien
spécifiques. Leurs pronostics sont tres différents en fonction du caractere infiltrant ou non, de
leur localisation (opérable ou non), du type histologique et du grade. Les principaux
symptomes cliniques d’un gliome sont les crises d’épilepsie, I’hypertension intracranienne et
les déficits neurologiques.

Schématiquement, on peut opposer les gliomes circonscrits, constitués uniquement de tissu
tumoral, généralement bénins (grade I), aux gliomes infiltrants qui ont une structure mixte
(solide et infiltrante) ou composés uniquement de cellules tumorales isolées envahissant le
parenchyme cérébral adjacent sain et pouvant étre de bas grade (II) ou malins (grade III ou

V).

11.2 Epidémiologie

Les gliomes représentent plus de la moitié des tumeurs cérébrales primitives quelque soit
I’age d’apres le CBTRUS 2008 (Central Brain Tumor Registery of The United State
(www.cbtrus.org)).
En France, une personne sur 100 000 est affectée avec un pic d’incidence entre 50 et 60 ans
(Bauchet et al., 2007). Cependant, leur nombre semble en augmentation, en partie en raison
de I’amélioration des techniques diagnostiques et de I’augmentation de 1’espérance de vie.
Actuellement, il existe peu de données sur les facteurs de risque influengant la survenue d’un
gliome mais ces dernieres décennies, de nombreuses études épidémiologiques ont mis en
évidence certains facteurs de risques. Parmi les facteurs intrinseques, des facteurs génétiques
ont été étudiés. Certaines pathologies, bien qu’elles soient rares, sont associées a la survenue
d’un gliome ; I’étude de leurs profils génétiques a permis de mettre en évidence certains genes
et voies de signalisation impliqués dans la gliomagenese, c’est le cas de :
v la neurofibromatose (NF) de type 1 et 2 (mutations des génes NFI (17ql1) ou NF2
(22q12)) (von Deimling et al., 1993);,
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v" du syndrome de Turcot (mutations du gene APC (5q21) ou hMLHI1/hPMS2/hMSH?2)
(Ohgaki et Kleihues, 2005) ;

v’ la sclérose tubéreuse 1 et 2 (mutations des génes TSCI (9q34) ou TSC2 (16p13));

v" du syndrome de Li-Fraumeni (mutations du géne TP53 (17p13));

v du syndrome du rétinoblastome (Rb) (mutations du géne RbI (13q14)).

Parmi les facteurs extrinseques, certains pesticides et hydrocarbures sont mis en cause, de

méme que les radiations électromagnétiques (Bondy et al., 2008).

11.3 La classification des gliomes

Le diagnostic clinique, la localisation de la tumeur, I’age du patient, I’'importance de la
résection chirurgicale et la nature des altérations génétiques sont autant de criteres importants
pris en compte pour bien définir le choix des thérapies et proposer la prise en charge la plus
adaptée pour le patient. Mais la stratification des patients et 1’estimation du pronostic repose
encore essentiellement sur les classifications histologiques. La classification de référence est
celle établie par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et révisée en 2007 (Louis et al.,
2007).

I1.3.1 La classification de ’OMS 2007

Cette classification anatomopathologique permet de séparer les gliomes selon leur type
histologique, en fonction du type cytologique prédominant, astrocytaire, oligodendrocytaire
ou mixte (7ableau III). Elle associe ces caractéristiques morphologiques a un grade de
malignité, échelonné de I a IV et dépendant de la présence ou non de signes d’anaplasie que
sont la densité cellulaire, les atypies nucléaires, le nombre de mitoses, la prolifération
endothélio-capillaire ou la nécrose. Elle définie :

v' les tumeurs de grade I considérées comme bénignes, curables par chirurgie et associées a
un bon pronostic. Elles sont majoritairement représentées par 1’astrocytome pilocytique.

v les tumeurs de grade II, infiltrantes et diffuses avec des atypies cytologiques et de rares
mitoses. C’est le cas de 1’astrocytome pilocytique a variant pilomyxoide, de I’astrocytome
diffus, de I’oligodendrogliome ou encore du gliome mixte de grade II.

v les tumeurs de grade III (astrocytomes anaplasiques, oligodendrogliomes et gliomes
mixtes) avec une activité mitotique importante, une densité cellulaire élevée, des atypies

nucléaires souvent franches et une évolution spontanément mortelle (2-4 ans).
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v les tumeurs de grade IV (glioblastome) avec une prolifération microvasculaire et le plus

souvent de la nécrose. Elles évoluent rapidement et sont associées a un trés mauvais

pronostic, la survie moyenne allant de 6 a 24 mois en fonction des traitements appliqués.

Par ailleurs, parmi les grades IV, ’OMS distingue les glioblastomes primaires de novo des
glioblastomes secondaires (issus de la transformation anaplasique d’un gliome diffus de grade
IT ou III). Les études moléculaires récentes ont permis de mieux caractériser ces deux types de

glioblastomes (ceci sera détaillé dans le paragraphe 11.4.1).

Astrocytome pilocytique

Grade I .
Astrocytome a cellules géantes sous-épendymaires
Astrocytome pilocytique, variant pilomyxoide
Astrocytome diffus

Grade II

Oligoastrocytome

Oligodendrogliome, infiltrant, bien différencié

Grade II/IIT | Xanthoastrocytome pléiomorphe

Oligodendrogliome anaplasique

Oligoastrocytome anaplasique

Grade II1
Astrocytome anaplasique
Gliomatose
Glioblastome multiforme
Grade IV

Glioblastome a cellules géantes

Tableau III : Classification des gliomes astrocytaires selon la classification de ’OMS

Cependant, la classification de I’OMS, internationalement reconnue, souffre d’un défaut
majeur de reproductibilité (Mittler et al., 1996) et ce, pour plusieurs raisons.

Les tumeurs gliales sont tres hétérogenes et il est possible de trouver au sein d'une méme
1ésion plusieurs grades évolutifs, or la classification de ’OMS ne prend pas en compte cette
hétérogénéité tumorale et ne fait pas de distinction entre les cellules tumorales et le
parenchyme résiduel infiltré. De plus, en raison de ces criteres purement morphologiques, une
importante variabilité inter et intra observateurs engendre fréquemment des difficultés pour
les cliniciens dans le diagnostic et la prise en charge thérapeutique des patients (Coons et al.,
1997). La difficult¢é a distinguer la nature des cellules tumorales (astrocytes versus

oligodendrocytes) découlerait du fait que les tumeurs dérivent de cellules plus indifférenciées,
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progénitrices, ayant des capacités de différenciation dans le sens astrocytaire et/ou
oligodendrocytaire (Figarella-Branger et Bouvier, 2005). En outre, la classification de
référence, ne tient pas compte des données de la clinique ni de I'imagerie médicale
(Figarella-Branger et Bouvier, 2005). Pour pallier a ce probleme, une classification
anatomopathologique alternative a été proposée, des 1987, par 1’équipe du Pr C. Daumas-

Duport de 1’Hopital Saint-Anne a Paris (Daumas-Duport et al., 1997).

I1.3.2 La classification de I’hopital Sainte-Anne

En associant les données cliniques et celles de I'imagerie a 1’histopathologie traditionnelle, la
classification francaise de Sainte-Anne offre une meilleure reproductibilité. Elle résulte pour
I’essentiel de 1’étude de biopsies étagées stéréotaxiques corrélée a I’imagerie a résonance
magnétique (IRM). Ces travaux ont permis de définir entre autres, la structure spatiale des
gliomes, de préciser leur mode de croissance et de mettre en évidence les signes de nécrose et
de néo-vascularisation spécifiques aux tumeurs de haut grade (Kelly et al., 1987). Cette

classification distingue quatre classes de gliomes parmi les gliomes infiltrants mais ne

reconnait pas les astrocytomes diffus ni les astrocytomes anaplasiques :

v les oligodendrogliomes et les oligoastrocytomes de grade A avec absence d’hyperplasie
endothéliale et de prise de contraste

v les oligodendrogliomes et les oligoastrocytomes de grade B avec hyperplasie et/ou une
prise de contraste

v’ le glioblastome avec une définition plus restrictive que dans la classification de I’'OMS

v' les tumeurs glioneuronales malignes (TGNM) (Varlet et al., 2004 ; Daumas-Duport et al.,
2000).

Cette classification n’est cependant pas reconnue par la communauté scientifique

internationale et aucune donnée moléculaire n’y a été associée.
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I1.4 Les glioblastomes

I1.4.1 Définition : glioblastomes primaire et secondaire

Les glioblastomes sont les gliomes les plus fréquents et les plus malins, avec une médiane de
survie de douze mois apres exérese chirurgicale. Selon la classification de I’OMS (Louis et
al., 2007), le glioblastome multiforme, de grade IV, appartient au groupe des tumeurs
neuroépithéliales et se classe dans le sous-groupe des tumeurs astrocytaires.

Des 1990, I’étude des altérations moléculaires observées dans les glioblastomes a permis de
proposer deux modeles de progression (Lang et al., 1994; von Deimling et al., 1993) : le
glioblastome primaire également appelé «de novo » et le glioblastome secondaire. La
majorité des glioblastomes (> 90% des cas) se développent tres rapidement chez les patients
les plus agés, 62 ans en moyenne, avec un court délai entre le début des symptomes et le
diagnostic (inférieur a trois mois), ce sont les glioblastomes primaires. Les glioblastomes
secondaires sont moins fréquents (< 10%) et affectent des patients plus jeunes, la moyenne
d’age au diagnostic étant de 45 ans. Ces derniers résultent de la transformation anaplasique
d’un astrocytome de plus bas grade, 1’astrocytome diffus de grade II, puis de I’astrocytome
anaplasique de grade III.

Bien qu’histologiquement similaires, il est intéressant de noter que les glioblastomes
primaires et secondaires se distinguent par des anomalies chromosomiques et des altérations

de voies de signalisation différentes qui seront détaillées plus loin dans ce chapitre.

I1.4.2 Epidémiologie

Selon le CBTRUS 2008, les glioblastomes représentent 69% des astrocytomes et 52% des
gliomes avec une incidence de 3/100000 en augmentation constante.

IIs sont plus fréquents chez 1’adulte et leur incidence augmente avec 1’age avec un pic entre
45 et 75 ans. Ces tumeurs se localisent préférentiellement au niveau des hémispheres
cérébraux. Leur pronostic reste tres sombre, la récidive est tres fréquente et la survie moyenne
estimée faible. Moins de 5% des patients diagnostiqués entre 1995 et 2006 ont survécu 5 ans
apres le diagnostic (Bondy et al., 2008). Le facteur pronostic le plus significatif reste 1’age

(Ohgaki et al., 2004).

31



Chapitre I : Introduction bibliographique
Les gliomes

I1.4.3 Imagerie

A I’imagerie, la tumeur est mal délimitée, une prise de contraste unique en anneau apparait en
plus d’un cedéeme péritumoral dit «en doigt de gant » (Figure 10). Si le prélevement est
réalisé en dehors de la prise de contraste dans la zone dite d’cedeme, 1I’examen histologique
révele la présence de cellules tumorales isolées n’exprimant pas la GFAP, dépourvues de
cytoplasme et présentant des noyaux hyperchromatiques souvent allongés. Si le prélevement
est réalisé dans la zone de prise de contraste, I’histologie montre un aspect caractéristique

(Figure 11).

Figure 10 : Aspect en IRM d’un
glioblastome
Gauche : prise de contraste en TI apres
injection de gadolinium. Droite: prise de
contraste en T2. Le glioblastome apparait en
hypersignal et montre un oedéme péri-tumoral

d’aspect typique en doigt de gant.

I1.4.4 Histologie

Les glioblastomes regroupent un ensemble de tumeurs particulierement hétérogenes, ils
présentent une forte densité cellulaire associée a de nombreuses mitoses et atypies cellulaires,
avec présence d’astrocytes pléomorphes peu différenciés (Louis et al., 2007). Ils sont
caractérisés par un centre nécrotique entouré de palissades cellulaires péri-nécrotiques
(Figure 11, gauche). Ce sont des tumeurs invasives, a leur périphérie des cellules tumorales
isolées infiltrent le parenchyme adjacent sain. Enfin, une prolifération anormale de cellules
endothéliales de type pseudoglomérulaire témoigne de leur caractere trés angiogénique

(Figure 11, droite).
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Figure 11: Aspects histologiques d’un glioblastome

N

En outre, la classification de I’OMS considere la notion de glioblastome a composante
oligodendrogliale (GBMO), de meilleur pronostic que le glioblastome classique et qui se

caractérise par des territoires typiquement oligodendrogliaux (Louis et al, 2007).

I1.4.5 Origine cellulaire

Plusieurs théories s’affrontent quant a 1’histogenese des glioblastomes : I’enjeu est d’identifier
la « cellule » responsable de leur croissance et de leur récidive afin de rechercher de nouvelles
cibles thérapeutiques. La premicre théorie suggere qu’ils pourraient dériver de la
dédifférenciation de cellules gliales matures post-mitotiques. Apres mutations, ces cellules
acquicrent des propriétés de cellules plus immatures comme 1’auto-renouvellement et la
prolifération (Dai et al., 2001 ).

L’équipe d’Ignatova (2002) a ét€ la premiere a montrer I’existence de cellules souches
cancéreuses dans les glioblastomes, suggérant que ces tumeurs dériveraient de la
transformation maligne de cellules souches neurales (Figure 12) (Hemmati et al. 2003 ; Singh
et al., 2004) ou de précurseurs gliaux (Stiles et Rowitch, 2008; Figarella-Branger et al.,

2008). Cette théorie ramene a celle des restes embryonnaires qui remonte a pres d’un siecle

(Bailey et Cushing, 1926).
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Figure 12 : Parallele entre le lignage neural normal et la tumorigenese

I1.4.6 Les principales altérations moléculaires et les différents sous-types de

glioblastomes

11.4.6.1 Les principales altérations moléculaires

a) les principales altérations génétiques

Au cours de la tumorigenese, 1’acquisition d’anomalies génétiques successives contribue a

favoriser la progression tumorale.

v La voie EGFR/PI3K/AKT/PTEN (Figure 13)

Le géne EGFR (récepteur au facteur de croissance épidermique), code pour un récepteur
transmembranaire de type tyrosine kinase qui lie les facteurs de transcription EGF ou TGFao.
Cette interaction provoque la dimérisation du récepteur et induit le recrutement de la protéine
kinase phosphatidylinositol-3 (PI3K). Cette voie altérée dans 88% des glioblastomes
primaires, a pour conséquence une activation de la prolifération cellulaire et une inhibition de

I’apoptose (Knobbe et al., 2002).
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L’altération génétique majeure est une surexpression de I’ EGFR induite par une polysomie ou
une amplification du géne. Dans certains cas, le géne EGFR peut étre muté et conduire a la
production d’une forme tronquée du récepteur constitutivement active dont le variant le plus
fréquent est 'EGFR VIII, délété pour les exons 2 et 7 du domaine extracellulaire (Nagane et

al., 2001).

Le gene PTEN est I’'un des geénes suppresseur de tumeur le plus souvent délété dans les
tumeurs solides. Il code pour une tyrosine phosphatase dont le rdle central est de contrdler la
voie PI3K/AKT. La perte de PTEN est corrélée a un mauvais pronostic dans les glioblastomes
(Korshunov et al., 2005). La méthylation du promoteur de ce gene est rare dans les
glioblastomes primaires (9%) et tres fréquente dans les glioblastomes secondaires (82%)

(Baeza et al., 2003).

v La voie pl14***-MDM2-p53 (Figure 13)

Le géne TP53 code pour la protéine pS3 impliquée dans le controle du cycle cellulaire, la
réponse aux dommages de I’ADN, la différenciation cellulaire et 1’apoptose. La voie p53 est
altérée dans 87% des glioblastomes et les mutations du géne 7P53 sont significativement plus

fréquentes dans les glioblastomes secondaires que dans les glioblastomes primaires (65%

versus 28%) (pour revue, Ohgaki, Kleihues, 2009).

v' Lavoie pl6™*-CDK4-RB1 (Figure 13)
Cette voie est impliquée dans la progression G1/S du cycle cellulaire. Le facteur de
transcription E2F, impliqué dans cette progression peut étre inhibé par la protéine RB1. Des

altérations de la voie p16INK4“—CDK4—RB1 ont été rapportées dans 78% des glioblastomes.
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Figure 13 : Voies de signalisation majeures altérées dans les glioblastomes

pGBM : glioblastome primaire ; sGBM : glioblastome secondaire
- Ohgaki et Kleihues, 2009 -

b) les genes IDHI et IDH2

Les genes IDHI et IDH2 codent pour les isocitrate deshydrogenases 1 et 2 qui fonctionnent
sous forme d’homodimeres et catalysent la carboxylation oxydative de I’isocitrate en o
ketoglutarate (0-KG) au cours du cycle de Krebs. Alors que 1’activité d’IDH]1 est retrouvée au
niveau du cytosol et des peroxysomes, celle d’IDH2 est mitochondriale. IDHI1 est donc la
source principale de production de NADPH cytosolique nécessaire a la régénération du
glutathion réduit, indispensable a la protection des cellules contre les agressions oxydatives.

Le séquencage génomique a tres haut débit de 22 glioblastomes a mis en évidence des
mutations du gene IDHI dans 12% de ces tumeurs et une prédominance significative des
mutations des genes IDHI/IDH?2 dans les tumeurs de bas grades (II et IIl) (Parsons et al.,

2008). Dans les gliomes de grade IV, les mutations d’/DH] étaient plutdt retrouvées dans les
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glioblastomes secondaires que dans les glioblastomes primaires. En revanche, aucune
mutation d’/DH?2 n’a été retrouvée dans ces gliomes de haut grade et aucune tumeur de grade
I analysée n’a montré de mutation dans les genes IDHI/IDH?2. La mutation du gene IDH1
s’est révélée €tre un biomarqueur pronostique important (Yan et al., 2009 ; Weller et al.,
2009 ; Sanson et al., 2009) entrainant une meilleure survie globale chez les patients mutés

dans le groupe des glioblastomes et des astrocytomes anaplasiques.

Reducted GSH,
thioredoxin

Tumeur sensible a la radiothérapie et a la chimiothérapie

Figure 14 : L’implication de IDH1 muté dans le stress oxydatif et le développement des tumeurs
Cette altération a pour conséquence une augmentation du stress oxydatif au sein de la cellule ce qui favoriserait

Uacquisition de mutations supplémentaires et la progression tumorale.

- d’apres Fuetal., 2010 -

Dans la majorité des cas, le gene IDH1 situé en 2q33 et le gene IDH2, localisé en 1526 sont
la cible de mutations ponctuelles hétérozygotes.

Les mutations affectent un résidu impliqué dans les interactions hydrophiles au niveau du site
de liaison avec le substrat, 1’isocitrate. Dans les formes protéiques mutées d’IDHI, I’activité
enzymatique est réduite de 80% par rapport a la forme sauvage et 1’affinité des enzymes
recombinantes pour leur substrat diminue (Zhao et al., 2009). De plus, les formes mutantes
d’IDHI1 inhibent les formes sauvages par la formation d’hétérodimeres inactifs, entrainant une

diminution de I’a-KG cytosolique et une altération du taux d’HIFlo. La mutation IDHI
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entraine en méme temps un gain de fonction, par la conversion de I'a-KG en 2-
hydroxyglutarate (2-HG), un produit toxique qui s’accumule au cours de certains désordres
enzymatiques de I’enfant (Figure 14) (Dang et al., 2009 ; Ward et al., 2010 ; pour revue,
Reitman, Yan, 2010). Toutefois son role dans le développement des gliomes reste encore non
élucidé.

La mise au point d’un anticorps monoclonal spécifiquement dirigé contre la séquence
protéique mutée d’IDHI1 majoritaire, IDHI®** (Kato et al., 2009 ; Capper et al., 2009),
facilitera la détection de cette altération en routine et 1’amélioration du diagnostic et du

pronostic des ces tumeurs.

c) Les principales altérations chromosomiques

Les techniques classiques de cytogénétiques : la FISH (Fluorescence in situ hybridization), la
CGH array (Comparative Genomic Hybridation array), ou encore d’allotypage ont permis de
mettre en lumiere des altérations chromosomiques spécifiques des gliomes.

v LOH 10

La perte d’hétérozygotie du chromosome 10q constitue 1’altération la plus fréquente dans
75% des glioblastomes primaires et secondaires, mais peut concerner également les
oligodendrogliomes anaplasiques. PTEN, localisé en 10g23, est un des genes candidats
présents dans cette zone. La perte chromosomique peut concerner également le bras 10p
entier ou étre localisée au niveau de loci particuliers tels que 10pl4-pl5, 10q23-24,
10g25pter, suggérant la présence d’autres genes suppresseurs de tumeurs que PTEN dans ces
régions (Ohgaki, Kleihues, 2007 ).

v La codélétion 1p19q et fusion 1q19p

Il s’agit d’une translocation déséquilibré t(1 ;19)(q10 ;p10). Les délétions du chromosome 1p
ou la perte combinée 1p19q sont retrouvées dans moins de 10% des tumeurs astrocytaires
mais les délétions isolées du 19q concernent pres de 40% de ces gliomes (von Deimling,
1994 ; Jeuken et al., 2004 ; Griffin et al., 2006). La codélétion 1p19q est spécifique des
oligodendrogliomes (Reifenberger et al., 1994) et concernerait entre 50 et 85% de ces
tumeurs. Elle est associée a une survie globale plus longue. En revanche, la délétion partielle

du 1p caractérise des tumeurs astrocytaires plus agressives (Idbaih et al., 2008).
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d) Les modifications épigénétiques du gene de la MGMT

Actuellement, le statut de méthylation de la MGMT est le meilleur biomarqueur pronostique
des glioblastomes.

La méthylation de I’ ADN est une modification de I’une des quatre bases azotées, en position
06 des guanines plus précisément, et qui consiste en 1’ajout d’un groupement méthyle (CH3).
Les 1lots CpG (Cytosine-phosphate-Guanine) des promoteurs de certains génes sont méthylés
dans de nombreux cancers. Il en résulte une inhibition de la transcription des genes concernés.
Les nitrosourés sont des agents alkylants, utilisés dans le traitement des gliomes de haut
grade. L’enzyme de réparation de I’ADN, MGMT, pour O6-méthylguanine-DNA-
méthyltransférase, confere aux cellules qui I’expriment, une résistance aux nitrosour€s.
L’hyperméthylation du promoteur de la MGMT est un facteur prédictif de chimiosensibilité
des glioblastomes et de meilleure survie globale (Hegi et al., 2005 ; Esteller et al., 2000). Le
niveau d’expression de la MGMT détecté par immunohistochimie peut également étre
prédictif de la survie sans progression de patients atteints de glioblastome (Chinot et al.,
2007). Parallelement, en 2005, Mollemann et collaborateurs ont montré dans les tumeurs
oligodendrogliales une corrélation entre I’hyperméthylation du promoteur de la MGMT et la

perte combinée 1p19q, deux facteurs prédictifs de chimiosensibilité aux agents alkylants.

11.4.6.2 Les différents sous types de glioblastomes

Les analyses transcriptomiques a grande échelle ont permis de définir des « signatures »
géniques capables de caractériser de nouvelles sous-classes de tumeurs, préalablement
rassemblées sous le méme diagnostic de glioblastome. Ces signatures, basées principalement
sur des données d’expression génique, ont ét€ depuis peu étendues aux modifications
structurales du génome, et plus particulicrement aux altérations du nombre de copies d’ADN
et aux profils mutationnels.

La découverte d'entités transcriptionnelles nouvelles dans les glioblastomes a été marquée par
les travaux de Phillips et collaborateurs (Phillips et al., 2006). Cette étude a mis en évidence
I’existence de trois sous-ensembles de gliomes de haut-grade, définis comme proneuraux,
proliférants et mésenchymateux.

L’atlas du génome des glioblastomes réalisé par le consortium « The Cancer Genome Atlas »
(TCGA Network, 2008) a ensuite permis d’établir une cartographie des voies de signalisation

perturbées dans les glioblastomes. Ces données sont venues préciser et étendre la
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classification proposée par Phillips a quatre sous-entités de glioblastomes: proneuraux,

neuraux, classiques et mésenchymateux (Verhaak et al., 2010). L’ensemble de ces données

est résumé dans le Tableau IV.

Gliomes Gliomes Gliomes Gliomes Gliomes
proneuraux | neuraux proliférants mésenchymateux classiques
Signature de Genes ERUE, SR PCNA, TOP2A | CHIL3, CD44, VEGF
Phillips BCAN
2006 Données . . . . .
35 génes cliniques Bon pronostic Mauvais pronostic Mauvais pronostic
CHI3LI, MET, CD44
Surexpression et MERTK Surexpression du
des protéines NEFL, Perte de NF1, réceptenr 2 PEGF
Geénes / TSC2 et GABRAI, Activation faible des Activation de la
Protéines HEB/TCF12 et SYTI et voies PI3K et MAPK a
: A voie Notch (JAG1
du récepteur o SLCI2A5 Surexpression du
Signature au PDGF marqueur st HES1)
du Cancer CHI3L1/YKL40
Genome Amplification Gain du Chr 7, Perte
Atlas de PDGFRa du Chr 10,
Network (4q12), Altération de la voie Amplification de
2010 Alsbrations Mutation PI3K/AKT, via des I’EGFR, Délétion
moléculaires d’IDH1, délétions et mutations de CDKN2A
840 génes + Mutation de des génes NF/ et (9p21.3), Pas de
£ TP53, Chr 7 et PTEN mutation de TP53,
a,lterat.lons 10 rarement Activation des voies
genomiques altérés Notch et SHH
Jeur}lc;, By GBM qui répondent a une intensification du
Données msilrveile]re traitement par chimio-radiothérapie, avec une
cliniques GBM. augmentation significative de la survie

secondaires

médiane des patients.

Tableau IV : Les principales altérations génétiques et les voies de signalisation altérées dans les

différents sous-types de glioblastomes

I1.4.7 Traitement des glioblastomes

Les glioblastomes sont des tumeurs complexes pour lesquelles il n’existe actuellement pas de

traitement curatif efficace. Le protocole standard est le protocole « Stupp ». C’est un

traitement en premicre intention, qui consiste en |’administration concomitante d’une

radiothérapie fractionnée et d’une chimiothérapie en six cycles de témozolomide (Temodal®),

un agent alkylant capable de traverser la barriere hémato-encéphalique et qui peut donc étre

administré par voie orale (Protocole EORTC 26981/NCIC ; Stupp et al., 2005). Grace a ce

protocole la survie moyenne des patients a été améliorée de 2,5 mois par rapport au protocole
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précédent qui consistait en une exérese chirurgicale suivie d’une radiothérapie seule (12,1
versus 14,6 mois) (Stupp et al., 2005 ; Stupp et al., 2009). Malgré ces résultats, une résistance
au traitement est possible puisque 1’efficacité du témozolomide dépend de la non expression
de la MGMT.

Des essais cliniques, combinant radiothérapie et/ou chimiothérapie ciblées, sont actuellement

en cours d’études, ils ciblent:

v' la néo-angiogenese avec des inhibiteurs comme le bevacizumab (=Avastin®), anticorps
monoclonal dirigé contre le VEGFR. Cependant, des études ont montré que ce traitement
régulait de maniere positive certains genes (VEGFA, TIMP2, TGFp1, AKTI...) entrainant
une augmentation de I’'invasion cellulaire

v" TEGFR avec des inhibiteurs qui agissent spécifiquement sur son activité tyrosine kinase :

Gefitinib (Iressa®) et Erlotinib (Tarceva®)

la voie mTOR

les voies MAPK et RAS (inhibiteurs de farnésyl transférase comme le tipifarnib)

les metalloprotéases (Marimastat, Metastat ou Prinomastat)

les intégrines (Cilengitide)

le PDGFR (imatinib mesylate (Glivec®))

AN NN Y

Cependant, les essais cliniques n’ont a ce jour pas montré de réelle amélioration en terme de
survie en comparaison aux traitements classiques (Sathornsumetee et al., 2007 ; Voelzke et
al., 2008) et ce en raison de la difficulté des drogues développées a franchir la barriere
hémato-encéphalique. Pour contourner ce probleme, certains composés sont implantés in situ

au moment de 1’opération, comme cela se fait déja avec les pastilles de GLIADEL (BCNU).

11.5 Les astrocytomes pilocytiques

I1.5.1 Définition, épidémiologie

L’astrocytome pilocytique est une tumeur gliale généralement circonscrite, bénigne, et
essentiellement pédiatrique. Cette tumeur est rare, peu agressive et généralement de grade I
(classification de I’OMS). Elle se développe le plus souvent dans un contexte sporadique et

représente un tiers des tumeurs gliales de ’enfant et du jeune adulte (Louis et al., 2007) et,
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environ 5% de I’ensemble des gliomes. L’age moyen du patient au moment du diagnostic est
de 12 ans, avec quelques rares cas diagnostiqués chez I’adulte (Bondy et al., 2008; CBTRUS
2008). La symptomatologie s’accompagne de troubles moteurs, de crises d’épilepsie, et dans
certains cas, de troubles visuels et endocriniens.

Il existe une forme dite pilomyxoide, de grade II, plus agressive avec une prédisposition a
envahir le parenchyme cérébral adjacent. Cette forme prédomine dans la région hypothalamo-

chiasmatique.

I1.5.2 Topographie — Imagerie

Les astrocytomes pilocytiques peuvent avoir différentes localisations. Ils ont tendance a se
développer au niveau de la fosse cérébrale postérieure : cervelet (Figure 15), tronc cérébral,
moelle épinicre et de facon plus exceptionnelle, au niveau supra-tentoriel. Dans certains cas,
I’astrocytome pilocytique peut €tre associé a un syndrome de neurofibromatose de type I et
siege principalement au niveau du nerf optique (von Deimling et al., 1993).

A T’imagerie, la tumeur est bien délimitée ; elle apparait hypodense au scanner par rapport au

parenchyme adjacent, souvent kystique, et elle est rehaussée par le produit de contraste.

Figure 15 : Aspect en IRM d’un astrocytome pilocytique de la fosse postérieure (cervelet)

Prise de contraste en T1I.

I1.5.3 Evolution clinique

La croissance de ces tumeurs est variable, mais elle est en général lente et peut parfois

régresser spontanément. L’évolution clinique est favorable avec un taux de survie des patients

supérieur a 90%.
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Les astrocytomes pilocytiques de la région hypothalamo-chiasmatique ont un pronostic moins
bon, car, en partie en raison de leur localisation, la résection chirurgicale totale reste
impossible. Leur progression lente s’accompagne de troubles visuels jusqu’a la cécité
complete et de troubles endocriniens majeurs. Ils restent peu sensibles aux chimiothérapies
conventionnelles et certaines tumeurs récidivent, disséminent via le liquide céphalorachidien
et se développent dans d’autres structures du SNC pouvant entrainer ainsi le déces du patient.
Les récidives tumorales ont lieu, le plus souvent, au cours des cinq années qui suivent la

résection chirurgicale (Fernandez et al., 2003).

I1.5.4 Caractéristiques histologiques

Les astrocytomes pilocytiques se caractérisent typiquement par une architecture biphasique,
avec des cellules tumorales astrocytaires de forme bipolaire et des fibres de Rosenthal qui
expriment la protéine gliofibrillaire acide (GFAP). Des corps granuleux €osinophiles peuvent
étre présents ainsi que des microkystes formés de cellules rondes pseudo-oligodendrogliales
qui expriment le facteur de transcription OLIG2 (Colin et al., 2007). Les tumeurs sont
caractérisées par un indice de prolifération cellulaire tres faible, les mitoses sont peu
nombreuses et il n’y a classiquement pas de nécrose. L’angiogenese est présente et se
caractérise par une vascularisation souvent anormale et parfois par une prolifération

microvasculaire (Figure 16) (Figarella-Branger et al., 2008).

Figure 16 : Coloration a I’hématoxyline-éosine d’un astrocytome pilocytique dans sa forme
biphasique

A : zones fibrillaires; B : présence de zones pseudo-oligodendrogliales
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L’astrocytome pilomyxoide, variant de [P’astrocytome pilocytique, présente des
caractéristiques différentes et est associé a un pronostic moins favorable. Les cellules
bipolaires sont disposées en pseudo-rosettes périvasculaires dans une matrice myxoide et
dépourvue de fibres de Rosenthal ou de corps granuleux (7ihan et al., 1999). La fraction de
prolifération analysée est plus élevée que dans 1’astrocytome pilocytique classique, atteignant

dans certains cas 7 a 10%.

I1.5.5 Origine cellulaire des astrocytomes pilocytiques

Aujourd’hui, I'origine exacte de 1’astrocytome pilocytique n’est pas connue. Les cellules
tumorales expriment des marqueurs de précurseurs gliaux et spécialement ceux des cellules de
type O2A/OPC (Figarella-Branger et al., 1999 ; Shoshan et al., 1999 ; Colin et al., 2006a).

En 2007, Sharma et collaborateurs ont comparé les profils transcriptionnels d’astrocytomes
pilocytiques issus de topographies différentes (tumeurs supra-tentorielles versus fosse
postérieure). Ils rapportent une signature moléculaire topographie-dépendante et suggerent
que les astrocytomes pilocytiques pourraient provenir de cellules souches (Sharma et al.,

2007).

I1.5.6 Biologie moléculaire des astrocytomes pilocytiques

Jusqu’a treés récemment, les astrocytomes pilocytiques ne possédaient ni caractéristique

cytogénétique, ni marqueur moléculaire reconnu.

11.5.6.1 Etude du génome

L’analyse de profils cytogénétiques ont montré que 75% des astrocytomes pilocytiques ont un
caryotype normal (Sanoudou et al., 2000 ; Jones et al., 2006 ; Louis et al., 2007). Des
anomalies chromosomiques ont cependant €té rapportées et concernent préférentiellement les
chromosomes 7, 8 et 11 (Zattara-Cannoni et al., 1998, Sanoudou et al., 2000). Des mutations
de p53 ont été décrites, mais ces altérations semblent moins fréquentes que dans les
astrocytomes de grade II ou elles sont présentes dans environ 50% des cas (Ohgaki et al.,
1995), de méme que des mutations de PTEN (Duerr et al., 1998) et de I'oncogene RAS
(Sharma et al., 2005).
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De facon plus intéressante, des études cytogénétiques ont révélé des délétions récurrentes de
la région du chromosome 17q portant le gene suppresseur de tumeur NF/ (Neurofibromatose
de type 1) qui code pour une protéine impliquée dans la régulation de la cascade
ERK/MAPKkinases (von Deimling et al., 1993). En effet, 5 a 15% des enfants souffrant de NF1
développent des gliomes des voies optiques faisant de NFI/ un bon gene candidat des
astrocytomes pilocytiques non sporadiques. De méme, en 2008, grace a 1’utilisation de puces
génomiques a haut débit, deux équipes ont mis en évidence un gain fréquent en 7q34
correspondant a une duplication en tandem de I’oncogéne BRAF dans 2/3 des astrocytomes
pilocytiques (Pfister et al., 2008 ; Bar et al., 2008). Jones et collaborateurs (Jones et al.,
2008 ; Jones et al., 2009) ont montré que la duplication en tandem dans la région de
I’oncogene BRAF résultait en fait d’une fusion KIAA1549:BRAF codant pour une protéine
avec un domaine kinase constitutivement activé (Figure 17). Comme dans la NF1, ce géne de
fusion active la voie des MAPkinases. Parmi les patients ne possédant pas ce gene de fusion,
les auteurs ont mis en évidence chez certains patients des mutations activatrices de BRAF,
BRAF"E et BRAF™ " et ils ont découvert un autre gene de fusion activant cette fois-ci le
gene RAF1, autre membre de la cascade des MAPkinases. Au total, la voie des MAPK était
activée dans 82% des cas soit par le gene de fusion KIAA1549:BRAF, soit par une mutation
du gene NFI, soit par une mutation de BRAF soit par un géne de fusion SRGAP3:RAFI
(Figure 18).

KIAA1549

LT

KIAA1549-BRAF

Transr_T'lEmb."ane Activation E Kinase domain

domain segment

Ras-binding Cysteine-rich i ) E Fusion ]
domain domain DGWC'“E""ICI‘I loop  § breakpoint

Figure 17 : Représentation schématique de la fusion KIAA1549:BRAF
- Forshew et al., 2009-
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Figure 18 : Activation de la voie des MAPK
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Ainsi, la voie RAS/BRAF/MAPK pourrait constituer une cible thérapeutique potentielle chez
certains patients inopérables (Forshew et al., 2009; Tatevossian et al., 2010). De nombreuses
molécules ont déja ét€ congues pour inhiber différentes étapes de cette voie dans différents
cancers comme le Sorafénib (thérapie ciblée anti-BRAF) déja utilisé dans le traitement du
cancer du rein (Halilovic, Solit, 2008). Par ailleurs, le géne de fusion KIAA1549:BRAF étant
spécifique des astrocytomes pilocytiques, il pourrait constituer également un marqueur

diagnostique intéressant en cas de diagnostic difficile (Lawson et al., 2010).

11.5.6.2 Etude du transcriptome

En 2006, notre laboratoire a développé une approche d’Hybridation Soustractive Suppressive
(SHH) visant a rechercher les différences moléculaires entre le glioblastome et I’astrocytome
pilocytique, deux types de tumeurs aux comportements radicalement différents. A 1’issue de
ces travaux, deux banques d’ADNc ont été générées et une liste limitée de genes exprimés
spécifiquement dans les glioblastomes et les astrocytomes pilocytiques a pu étre établie. Alors
que dans les glioblastomes, les genes obtenus éEtaient impliqués dans 1’invasion et
I’angiogenese (fibronectine (FN), ostéopontine, chitinase, kératoépithéline, fibromoduline),
dans les astrocytomes pilocytiques, les genes identifiés codaient pour des protéines liées au

métabolisme cellulaire (apolipoprotéine D), aux processus protéolytiques (protéase-sérine 11),
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a la transduction de signaux (PLEKHB1, DNER) et a I’adhésion cellulaire (SPOCK1) (Colin,
Baeza et al, 2006).

I1.5.7 Traitements des astrocytomes pilocytiques

Dans 90% des cas, la guérison du patient est possible grace a une exérese chirurgicale
complete ou quasi-complete. Si 1’ablation de la tumeur est incomplete, une progression
tumorale peut avoir lieu et dans ce cas, la chimiothérapie sera utilisée.

Les astrocytomes pilocytiques de la région hypothalamo-chiasmatique ont un comportement
plus agressif. En effet, malgré une progression lente, ils sont tres invalidants et demeurent
incurables. Une radiothérapie locale permet de limiter efficacement la croissance de la tumeur

mais peut entrainer des Iésions dans des régions saines adjacentes.

I1.6 Vers une classification histo-moléculaire des gliomes

Comme nous venons de le voir, I’histologie seule ou associée aux données cliniques et a
I’imagerie, ne permet pas encore une prise en charge thérapeutique optimale des gliomes. De
nombreux travaux menés ces dernicres années ont permis de caractériser les altérations
génétiques présentes dans les gliomes et une premicre classification moléculaire de ces
tumeurs a été proposée (Louis et al., 2001). De plus, de récents travaux portant sur la
caractérisation génomique des glioblastomes ont permis la mise en évidence de nouveaux
genes (Parsons et al., 2008, Cancer Genome Atlas Network 2008). Au vu de ces différentes
études, 4 grands sous-types génétiques de gliomes se dégagent (Tableau V) :

1) les gliomes de grade II et III avec co-délétion 1p19q qui possedent dans 100% des cas une
mutation des genes IDH1/2

2) les gliomes de grade II et III sans co-délétion 1p19q mais avec une mutation d’IDH1/2 et
des mutations de p53 fréquentes

3) les glioblastomes avec mutation d’/DH1/2 qui sont le plus souvent des glioblastomes
secondaires

4) les glioblastomes primaires sans mutation d’/DH1/2

Il semblerait donc que la mutation somatique des genes IDHI/2 soit un événement tres

précoce de la tumorigenese, commun aux astrocytomes, oligodendrogliomes, et glioblastomes

47



Chapitre I : Introduction bibliographique

Les gliomes

secondaires. Ces données permettent de proposer un nouveau modele de développement et de

progression de ces différents types tumoraux (Figure 19).

Astrocytome Gliome grade I1/III | Gliome grade II/II1 GBM GBM
pilocytique (Oligodendrogliome) (Astrocytome) secondaire primaire
MAPK/BRAF +++ - - -
Mutation ) Tt -t it
IDH1/IDH2
Codélétion 1p 19q - -+ - R
Mutation TP53 - - +++ +/-
Amplification ) ) ) i
EGFR
Altération voie P53
+ Voie de RB ; /- +/- T+ T+
+ Activation voie des
RTK

Tableau V: Classification génétique schématique moléculaire des gliomes

Cell of origin

Cell of origin

Cell of origin |

EGFR ampl/ovemxpr.
MET ampl./overexpr.

ERBB2 mutation
NF1 mutatons
PTEN mutation
PIK3IR1 mutation
PIK3ICA mutation
CTMP methyation

TP53 mutaton (<25%)
p14*%F deletion

MDM2 ampl /owerexpr.
MDM4 ampl./overexpr.

CDKN2A/B deleton

CDK4 ampl./overaexpr
CDK6 ampl./overexpr
RB1 mutation/deleton

monosomy 10
risomy 7

19q gan

20q gan

Primary ghoblastoma

MWHO grade V)

PDGFRA ampl./ovwerexpr.

B

IDH1 or IDH2 mutation

i

TP53 mutation

PDGFA/PDGFRA averexpresson

7qgan

N\

11:19)(q10;:p10yV

1pand 19qloss

=

.

(WHO grade I} ' " i
9p loss 9p loss 9ploss
CDKN2A/B, p14*7F CDKN2A/B, p14ARF CDKN2A/B, p14°7F
deletron'/methylation deletion/me thylation dealetion'methylatron
RB1 mutation/deleton CDKN2C mutation/deleton
19q loss RB1 methylation
10q loss
Anaplastic Anaplastic Anaplastic
astrocytoma oligoastrocytoma oligodendroglioma
WHO grade lil) (WHO grade 1Il) WHO grade Iil)
10q loss
DCC loss of expression

other aberratons

Secondary glioblastoma

MWHO grade IV)

Figure 19 : Modéele de développement et de progression des gliomes

BRAF dupicatron/fuson/
point mutation

ganson Sand 7

Pilocytic

astrocytoma
(WHO grade I)

- Riemenschneider et al., 2010 -
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III. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE DU SYSTEME NERVEUX
CENTRAL ET DES GLIOMES

I11.1 Généralités

II1.1.1 Définition

Les cellules du systeme nerveux central baignent dans une matrice extracellulaire (MEC), un
assemblage de macromolécules qui lie les cellules et les organise en tissu. Elle entoure les
cellules qui la synthétisent et détermine en retour leur phénotype. Cette matrice a été décrite la
premiere fois en 1890 par Cajal et Golgi, mais elle fut acceptée bien plus tardivement, au
début des années 1980 avec I’essor de la microscopie électronique. La MEC représente
environ 20% du volume du cerveau normal adulte (Nicholson, Sykova, 1998), et
contrairement aux autres organes, sa structure et ses fonctions ne sont pas completement
éclaircies. Le SNC est séparé du systeme vasculaire par la barriere hémato-encéphalique. Il
est aussi séparé du liquide cérébrospinal par I’épendyme sur sa surface interne, et par la pie-
mere sur sa surface externe. L’isolement du SNC est assuré par une couche cellulaire
spécialisée, la glia limitans, associée a une MEC spécialisée, la membrane basale.

La composition particuliere de la MEC lui confére des propriétés spécifiques. Elle comprend
toutes les molécules solubles et insolubles libérées dans le fluide extracellulaire et 1’espace

extracellulaire.

II1.1.2 Fonctions

Le comportement d’une cellule dépend de I’environnement dans lequel elle évolue. Les
constituants de la MEC forment un réseau moléculaire dynamique qui permet le maintien de
I’homéostasie et fournit les nutriments nécessaires aux cellules nerveuses, ainsi que les
facteurs de croissance, les protéases, les inhibiteurs de protéases dont elle régule 1’activité
(Bellail et al., 2004). La composition de la MEC évolue au cours du temps (Milev et al.,
1998a) et son role est central dans les fonctions de régulation cellulaire durant les processus
de remodelages tissulaires normaux et pathologiques, la différenciation et la réparation

tissulaire, 1’inflammation, 1’invasion tumorale et la formation de métastases.
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Au cours du développement, elle régule la migration des précurseurs gliaux et neuronaux,
guide la croissance des cOnes axonaux et favorise la prolifération cellulaire et la formation

synaptique.

I11.2 Les principaux constituants de la MEC du SNC chez ’homme

Dans le systeme nerveux, la MEC est riche en acide hyaluronique, en protéoglycans, en
glycoprotéines et en thrombospondine (TSP1), mais contrairement aux autres tissus, elle ne
contient que peu de collagene, de FN et de laminine.

Les protéoglycans peuvent étre ancrés dans les membranes plasmiques et servir de récepteurs
a d’autres molécules de la MEC et a des molécules circulantes. Les lecticans sont au centre de
nombreuses interactions : acide hyaluronique, ténascines (TN), molécules d’adhésion de la
superfamille des immunoglobulines. La MEC s’organise donc, en agrégats de filaments
d’acide hyaluronique en association avec des protéoglycans de type lecticans sur lesquels

s’interconnectent des glycoprotéines oligomériques telles que les TN.

II1.2.1 Dans le cerveau normal

H1.2.1.1 L’acide hyaluronique

L’acide hyaluronique est présent dans la MEC de nombreux tissus de 1’organisme (peau,
cartilage) et est tres abondant dans le SNC (Toole, 2004). C’est un polymere de disaccharides
(acide D-glucuronique et de N-acétyl-D-glucosamine) dont le poids moléculaire varie entre
200 et 10000 kDa (Sherman et al., 2002). Grace a sa densité de charge élevée, attirant Na" et
autres cations, 1’acide hyaluronique est capable d’interagir avec les molécules d’eau, et
participe ainsi a la fluidit¢ de la MEC (Laurent et al., 1996). 1l interagit avec plusieurs
protéoglycans et plus particulierement les lecticans (neurocan, versican, agrecan et brevican) ;
il peut également interagir avec les cellules, via des récepteurs spécifiques comme le CD44 et
RHAMM (Receptor for Hyaluronic-Acid-Mediated Motility). La fixation du ligand au
récepteur entraine la transduction de signaux intracellulaires impliqués dans la survie, la

prolifération et la mobilité cellulaire (Turley et al., 2002).
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111.2.1.2 Les chondroitine sulfate protéoglycans

Ce sont les protéoglycans les plus abondants du SNC des mammiferes, on retrouve dans cette
famille les lecticans (aggrecan, neurocan, versican, brevican/BEHAB) et le testican-1(ou
SPOCK).

v L’aggrecan, le versican, le brevican et le neurocan sont caractérisés par deux domaines
globulaires, en position N-terminale et C terminale du groupement protéique, et entre lesquels
se trouve un domaine de liaison aux glycosaminoglycans.

Ces quatre lecticans sont exprimés dans le SNC. Au cours du développement du SNC du
rongeur, leurs concentrations varient (Milev et al., 1998a).

v' Le testican-1 (ou SPOCK 1 pour sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains
proteoglycan) est un polypeptide extracellulaire exprimé seulement dans le cerveau de souris
(Bonnet et al., 1996) mais également dans d’autres organes chez ’homme (Marr et al., 1997).
Son profil d’expression correle avec la prolifération cellulaire, la migration neuronale, la

croissance axonale et la formation synaptique.

11.2.1.3 les glycoprotéines

Les glycoprotéines sont des protéines liées de facon covalente a des sucres, suite a des
modifications post-traductionnelles. La glycosylation contribue a la stabilité, 1’adressage et la
solubilité des protéines.

Dans le SNC, les principales glycoprotéines sont les laminines, la FN, les thrombospondines
et les TN; on les trouve essentiellement au niveau des membranes basales (péri-vasculaires et
méningées). Toutes ces protéines ont la particularit¢é d’€tre constituées de domaines
homologues répétés, qui leur conferent des caractéristiques dites modulaires et des fonctions
multiples. Les principaux domaines sont les domaines FN, laminine G, et EGF (Hohenester,

Engel, 2002).

I11.2.2 Les principales modifications observées dans les gliomes

Pendant la tumorigeneése, les constituants de la MEC pré-existante subissent des
remaniements importants tandis que les cellules tumorales synthétisent de nouveaux
composés nécessaires a la colonisation du tissu sain, le tout créant un environnement

favorable au développement et au maintien de la tumeur.
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111.2.2.1 Invasion tumorale et angiogénése

L’invasion tumorale et I’angiogénese sont deux processus majeurs de la formation des

tumeurs malignes.

a) L’invasion tumorale

Elle constitue la caractéristique majeure des tumeurs malignes et se définie comme la
dissémination des cellules cancéreuses dans le tissu non néoplasique. Ce phénomene
d’infiltration du parenchyme sain est fréquent dans les gliomes infiltrants (Lefranc et al.,
2005) et concerne les cellules situées au niveau du front de migration. Elles envahissent le

tissu cérébral en passant par trois étapes successives : adhésion, dégradation, migration.

L’adhésion des cellules tumorales a la MEC du tissu cérébral est une étape cruciale du
processus d’invasion et se fait par le biais de récepteurs spécifiques tels que les intégrines
(Hood, Cheresh, 2002), récepteur CD44, NCAM et les N-cadhérines. Les cellules tumorales
localisées sur le front d’invasion se détachent de la masse tumorale en formation et adherent

aux protéines de la MEC via ces récepteurs d’adhésion cellulaire.

Apres avoir établi des contacts avec la MEC du tissu sain adjacent, les cellules tumorales
recrutent différentes protéases afin de dégrader les constituants de la membrane basale et de la
MEC. Ce processus permet d’exposer de nouveaux sites de fixation et de libérer I’espace pour
la migration. Cette protéolyse met en jeu de nombreuses enzymes sécrétées par les cellules
tumorales, les cellules endothéliales et les cellules du stroma (fibroblastes). Plusieurs cascades
protéolytiques ont été décrites (Rao, 2003) :

v’ le systeme uPA (Urokinase-type Plasminogen Activator) et son récepteur uPAR.

v les MMPs (Métalloprotéases) et leurs inhibiteurs tissulaires (TIMPs)

v’ certaines cathepsines, en particulier la cathepsine B.

Les différentes protéases interagissent entre elles, et peuvent directement ou indirectement

favoriser ou au contraire inhiber I’expression d’autres protéases ou voies de signalisation.

Enfin, les cellules tumorales migrent dans I’espace nouvellement créé par 1’extension de
prolongements, le réarrangement du cytosquelette et 1’expression de nouvelles molécules

d’adhésion. Les cellules de gliomes migrent le plus souvent le long de structures anatomiques
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particulieres qui agissent comme des substrats pour la propagation des cellules dans le
cerveau humain. Elles concernent la membrane basale des vaisseaux sanguins, 1’espace
subépendymaire, la glia limitans externe et/ou les fibres nerveuses du tractus qui se croisent
dans la substance blanche. Ceci a pour conséquence une diffusion éloignée des cellules
tumorales a travers le corps calleux vers I’hémisphere controlatéral (Burger et al., 1988).
Contrairement a d’autres cellules tumorales, les cellules de gliomes ne pénetrent pas
directement la membrane basale des vaisseaux, elles disséminent préférentiellement le long de
cette membrane (Bernstein et Woodard, 1995) et n’y accede qu’en cas de lésion de cette

derniere. C’est une des raisons pour lesquelles les cellules de gliomes ne métastasent pas a

I’extérieur du SNC (Furnari et al., 2007).

b) L’angiogéneéese tumorale

Au début du développement de la tumeur, 1’apport des nutriments nécessaires est assuré par
les vaisseaux du tissu normal. Puis, les besoins deviennent de plus en plus importants, ce qui
conduit a la mise en place d’une vascularisation adéquate dans laquelle de nouveaux
vaisseaux irrigueront la tumeur et accompagneront sa croissance. L.’angiogénese tumorale est
un processus complexe qui implique plusieurs types cellulaires : les cellules tumorales elles-
mémes qui initient le processus, les cellules endothéliales vasculaires et les péricytes. Elle se
déroule en quatre étapes :

1) activation des cellules endothéliales par le VEGF sécrété par les cellules tumorales

2) détachement des péricytes et dégradation de la membrane basale

3) prolifération et migration des cellules endothéliales vers la tumeur

4) recrutement des composants de la paroi vasculaire par les cellules endothéliales et

formation du néo-vaisseau.

111.2.2.2 Modifications des composants de la MEC

a) L’acide hyaluronique

Les cellules de gliomes produisent leur propre matrice. Ainsi 1’acide hyaluronique est
surexprimé dans de nombreuses tumeurs et est généralement corrélé au caractere invasif et a
la malignité de la tumeur (Toole, 2002 ; Park et al., 2008). Son expression est quadruplée

dans les tumeurs cérébrales primaires par rapport au cerveau normal (Delpech et al., 1993).
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Un de ses récepteurs, CD44, est également fortement exprimé a la surface des cellules

tumorales, dont les cellules de gliomes (Kniipfer et al., 1999).

b) L’ostéopontine

L’ostéopontine est une glyco-phosphoprotéine présente sous forme intracellulaire ou
extracellulaire dans de nombreux organes (os, rein, ovaire, peau). C’est une molécule
structurale qui fait le lien entre les ostéoblastes et la MEC. L’interaction acide
hyaluronique/CD44 induit I’expression de I’ostéopontine via la voie PI3 kinase/AKT (Kim et
al., 2005). La surexpression de 1’ostéopontine dans les gliomes (Markert et al., 2001) semble
corrélée a 1’agressivité tumorale (Saitoh et al., 1995). Elle favorise la migration des cellules

tumorales qui expriment a leur surface les intégrines avp3, avp5 et a5p1 (Ding et al., 2002).

c) La fibronectine

Dans les gliomes, la FN est exprimée in sifu, au niveau du front de migration a la jonction
tumeur/parenchyme sain, au niveau des vaisseaux sanguins et par les cellules tumorales elles-
mémes (Bellail et al., 2004 ; Colin et al., 2006b). Le niveau d’expression de la FN semble
corrélé au grade de malignité de la tumeur et des études ont montré que 1’adhésion et la
migration des cellules tumorales de glioblastomes étaient potentialisées par sa présence
(Ohnishi et al., 1997 ; Friedlander et al., 1996). Par ailleurs, la FN contenant le domaine
EDB a été identifiée comme un marqueur efficace de la néo-angiogenese tumorale (Castellani

et al., 1994 ; Santimaria et al., 2003).

En culture, les cellules de gliomes sont capables de produire également de la laminine, de la
TNC, de la vitronectine, des collagenes de type I, III et IV, et plusieurs types de
glycoaminoglycanes (Chintala et al., 1996). D’autres composés sont au contraire régulés
négativement : le versican (Paulus et al., 1996) et les thrombospondines TSP-1 et TSP-2, des
facteurs angiostatiques qui inhibent la néo-angiogenese (Kazuno et al, 1999). Ces

composants interagissent avec différents récepteurs résumés dans le (Tableau VI).
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Eléments de la MEC impliqués dans la Récepteurs cellulaires pro.
. . ; Références
croissance des gliomes dans les gliomes
Acide hyaluronique CD44, RHAMM Toole, 2004; Park et al., 2008
- Jaworski et al., 1996 ; Gary et al.,
BEHAB/brevican 2000
Proteoglycans Versican V2 Selectine, CD44, Intégrines B 1 Paulus et al., 1996
Testican-1 (SPOCK) Colin et al., 2006b
, , Wiranowska et al., 2006; Stallcup and
3 Sor 3 it = ?
NG2 Intégrine a3 1, Galectine-3 Huang, 2008
. X o “hintala et al., 1996 ; Caffo et al.,
Collagene Collagene 1V Intégrine a1 1, CD44 g(/;z{r)zm bmal e an
Castellani et al., 1994, Friedlander et
: ; - g al., 1996 ; Ohnishi et al., 1997; 1998;
ronec f 5 . e 1 :
Hotcsae Intégrine 531, CD44 Santimaria et al., 2003; Colin et al.,
2006b
O Intégrines avp3, avp3, a5p1. Saitoh et al., 1995: Markert et al.,
Glycoprotéines — CD44 2001; Kim et al., 2005
Ténascine-C Intégrines avp3, a8B1, adp! Chiguet-Ehrismann et Chiguet, 2003
Laminine 8 (adplyl) CD44 Ljubimova et al., 2001 ; 2004 ; 2006
Vitronectine Intégrines 02f3, avp3, avps Gladson et al., 1999
Trombospondine-1 et -2 Kazuno et al., 1999

Tableau VI : Les composants de la MEC pendant la tumorigenese

111.3 La famille des ténascines

I11.3.1 Structure des différentes ténascines et fonctions principales

Les TN constituent une famille de glycoprotéines oligomériques comprenant cinq membres :
la TNC, la TNR, la TNX, la TNY et la TNW, codées par cinq genes différents (Erickson,
1993 ; Chiquet-Erishmann, 1995 ; Hagios et al., 1996 ; Weber et al., 1998) que I’on retrouve
chez les vertébrés mais pas chez la drosophile ni chez C. elegans.

Chaque chaine polypeptidique comprend une série de motifs structuraux. Toutes les TN
arborent 4 domaines distincts ou des séries de domaines répétés. La structure typique des TN
inclut un domaine N-terminal riche en cystéine, de multiples répétitions du facteur de

croissance épidermique like (EGF-like), des répétitions de domaine FN de type III (FNIII) et
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d’un domaine C-terminal fibrinogene-like globulaire. Les TN different dans le nombre de
répétitions EGF-like ou FN de type Il (Figure 20).

Tous les membres, hormis la TNW, subissent des épissages alternatifs entrainant des
différences dans le nombre de domaines FNIIIL. Les chaines polypeptidiques sont capables de
se lier entre elles via des ponts disulfures entre leurs résidus de cystéine pour former des

hexameres (TNC) (Kammerer et al., 1998), des trimeres ou des dimeres (TNR).

TN-C

TN-R

TH-X

\ \
wez < HIOUUOCOOOO00000000C0 2 e )= e (7 Lo Yo Jaoa [ra)ra Jaa Jza ) 2] 2s]ze Jar [ asfze ac[ar)_ ooo-

TN-Y

TH-W wiz < HOOOOEGEEEL Deoe-

. 0 Domaine EGF D Dormaine FHIN exprinmé
Segquence constitutivernent
"‘::D arninotermminale
riche en cystéine Domaine Domaine FHI épissé
fibrimogene-like = slternativernent

Figure 20 : Famille des Ténascines
Les régions concernées par des épissages alternatifs sont désignées par des cases grisées. La TNX et la TNY

présentent deux sites d’épissages indiqués par une fleche.

- Joester et Faissner, 2001 -

La présence de domaines répétés EGF-like souleéve la question de I’interaction de ces motifs
avec le récepteur a I’EGF (EGFR), d’autant que la TNC est un substrat pour les
métalloprotéases amenant a la libération de répétitions EGF-like (Siri et al., 1995). L’étude de
Iyer et collaborateurs montrent qu’une interaction de faible affinité peut avoir lieu mais

qu’elle est insuffisante pour induire la dégradation du récepteur ou I’internalisation du ligand
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(Iyer et al., 2007, Iyer et al., 2008). Par contre, cette interaction des domaines répétés EGF-

like avec I’EGFR pourrait « pré-activer » le récepteur.

Malgré leurs similitudes structurales, chaque membre possede des fonctions différentes. Les
TN sont des molécules adhésives ou anti-adhésives engagées dans les interactions entre
neurones et cellules gliales, et dont les fonctions peuvent a la fois €tre stimulatrices ou

inhibitrices pendant le développement neural (Faissner, 1997).

v 1aTNC

La TNC est le premier membre décrit de la famille des TN et surtout le plus étudié. Elle a
plusieurs noms : glial/mesenchymal extracellular matrix protein (GMEM) (Bourdon, 1983) ;
myotendinous antigen (Chiquet, Fambrough, 1984), hexabrachion (Erickson, Inglesias,
1984), cytotactin (Grumet et al., 1985), ténascin (Chiquet-Erishmann, 1986) ou encore
neuronectine (Rettig et al., 1989).

Le gene humain TNC est localisé en 9q32-q34. Il code pour une protéine précurseur de 2201
acides aminés, qui, une fois maturée, compte 2179 aa. On la retrouve le plus souvent sous
forme d’hexamere, d’ou le nom d’hexabrachion (Erickson, Inglesias, 1984). La protéine est
structurée en 15 domaines EGF-like, 15 domaines FNIII et un domaine C-terminal
fibrinogene-like et contient 23 sites potentiels de glycosylation. En conditions dénaturantes, le
poids moléculaire de la TNC varie de 190 a 250 kDa. Chez I’homme, neuf épissages

alternatifs des domaines FNIII ont été identifiés, générant un grand nombre d’isoformes.

v' laTNR

Le gene humain de la TNR est situé au niveau du locus 1g24. 1l est tres conservé entre les
différentes especes. L ARNm est composé de 21 exons et code pour une protéine de 1358 aa.
Contrairement au géne de la TNC, le promoteur de la TNR ne contient ni TATA box, ni
CAAT box, ni éléments riches en GC; seules deux régions permettent d’activer sa
transcription, la premiere est localisée sur le promoteur, la seconde sur le premier exon ; en
effet, chez la souris, des travaux ont mis en évidence un site de liaisons, de 167 pb,
spécifiques aux facteurs de transcription p53/p73/NF1 et aux récepteurs glucocorticoides
(Putthoff et al., 2003). On dénombre quatre composants moléculaires majeurs de 220, 200,
180, et 160 kDa issus d’épissages alternatifs au niveau des domaines FNIII (Norenberg et al.,
1992). Les formes de 220 et 200 kDa sont exprimées précocement pendant le développement,

alors que les formes de plus bas poids moléculaire sont exprimées plus tardivement. La forme
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de 180 kDa reste majoritaire par rapport a celle de 160 kDa. La structure protéique est de type
classique avec des enchainements de répétitions de domaines fonctionnels. Contrairement a
tous les autres membres de la famille, la TNR est localisée exclusivement dans le SNC

(Rathjen et al. 1991; Fuss et al. 1993) d’ou le nom de Restrictin chez le poulet.

v 1laTNX

Le géne humain de la TNX est localisé au niveau du locus 6p21.3 ; la protéine, également
appelée « gene X », est exprimée au cours du développement notamment autour des vaisseaux
sanguins. Chez 1’adulte, elle est exprimée dans le cceur et les muscles squelettiques, dans la
cornée et 1’utérus, mais elle est absente des tissus riches en matrice tels que les os, les
ligaments et les tendons. Une déficience en TNX (Burch et al., 1997) a été rapportée chez
certains patients présentant un syndrome d’Ehlers-Danlos ( anomalie du tissu conjonctif
caractérisée par une hypersensibilité cutanée et une hypermotilité). En effet, les souris Knock
out pour la TNX présentent la méme hyper-élasticité cutanée que les personnes touchées par
ce syndrome (Mao et al., 2002). La TNY est I’homologue aviaire de la TNX, elle a été décrite
dans le SNC et le SNP en développement chez le poulet (Tucker et al., 1999).

v laTNW

Le gene TNW est localisé en 1q23-q24. Il code pour une protéine de 1294 aa qui contient un
domaine N-terminal d’oligomérisation. Appelé aussi TNN, la TNW a été décrite, en 1998,
chez le poisson zebre, par Weber et collaborateurs (Weber et al., 1998). Elle est
majoritairement exprimée dans la créte neurale, ou elle colocalise parfois avec la TNC au
cours du développement. En 2005, Scherberich et collaborateurs montrent qu’en plus de la
TNC, I’expression de la TNW est induite dans le stroma de tumeur mammaire de souris
(Scherberich et al., 2005). Chez ’homme, c’est en 2007 que Degen et collaborateurs
caractérisent et clonent le gene TNW dans le cancer du sein (Degen et al., 2007).

Chez le poisson zebre, le poulet et la souris, 1’expression de la TNW est transitoire lors du
développement et plus restreinte que celle de la TNC. Chez la souris, elle est exprimée durant
la formation du palais et de la mandibule, au cours de I’ostéogenese, dans 1’estomac, les
intestins et le muscle lisse. Au stade adulte, on la trouve dans le rein, les valvules cardiaques

semi-lunaires, dans la cornée, et au niveau du periosteum (Scherberich et al., 2004).

58



Chapitre I : Introduction bibliographique
La matrice extracellulaire du systeme nerveux central et des gliomes

IT1.3.2 Expression de la TNC et de la TNR

111.3.2.1 Dans le SNC

La TNC est absente dans la plus part des régions du cerveau normal adulte. Chez le rongeur
adulte, elle est exprimée autour des ventricules latéraux (Thomas et al., 1996) et dans les
régions présentant une certaine plasticité, comme au niveau de 1’hypothlamus (Théodosis et
al., 1997). Chez ’homme adulte, la TNC persiste en quantité modérée dans des territoires
restreints tels que la substance blanche du lobe frontal et occipital, des lobes temporaux et
pariétaux et de I’hippocampe (Leins et al., 2003). Enfin, elle est exprimée dans le systéme
olfactif, la seule structure connue chez les vertébrés supérieurs ou la régénération neuronale et
la croissance axonale perdurent toute la vie (Gonzalez, Silver, 1994).

Plusieurs facteurs de croissance et cytokines régulent 1I’expression de ses différents variants.
Des études ont montré une corrélation entre 1’augmentation de 1’expression de la TNC et des
taux élevés de TGFp et bFGF dans des régions du cerveau 1ésé (Smith, Hale, 1997). Cette
corrélation TNC/TGFp n’a, par contre, pas été mise en évidence dans les gliomes (Hau et al.,
2006). Une immunoréactivité a été décrite lors d’une sclérose hippocampique de 1’adulte et du
jeune enfant (Scheffler et al., 1997). Son expression peut aussi €tre induite suite a un stress

mécanique appliqué a des cultures de cellules ou de tissus (Chiquet-Ehrismann et al., 1994).

La TNR est exprimée in vitro par les oligodendrocytes O4+ et /ou A2B5+ et par les astrocytes
de type 2, la définissant ainsi comme marqueur du lignage O-2A (Jung et al., 1993). Au cours
de la myélinisation, elle se restreint a la surface des oligodendrocytes, des axones myélinisés
et des nceuds de Ranvier ; les neurones I’exprimeront progressivement au fur et a mesure de

leur maturation, et cette expression sera conservée chez I’adulte (Fuss et al, 1993).

111.3.2.2 Pendant le développement

Les TN sont impliquées, au cours de I’embryogenese, dans les processus de formation des
tissus. Les TNC, R et Y sont exprimées au cours du développement du systeéme nerveux, avec
des profils d’expression particuliers et de nombreuses études in vitro suggerent un role
spécifique dans la migration des cellules précurseurs, la croissance et le guidage axonal
(Joester, Faissner, 2001). Chez 1’adulte, en conditions normales, leur profil d’expression

devient plus restreint dans le temps et dans 1’espace (Bartsch, 1996).
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Au cours du développement, la TNC est exprimée précocement: a E10, pendant le
développement du systeme nerveux de la souris (Kawano et al., 1995), elle est d’abord
exprimée par des astrocytes immatures puis réactifs (Brodkey et al., 1995 ; Kawano et al.,
1995), dans certaines études elle est méme décrite comme un marqueur de glie radiaire. De
plus, un nombre restreint de neurones immatures dont les cellules granulaires de
I’hippocampe, des motoneurones de la moelle épiniere et des neurones de la rétine en
développement, expriment la TNC (Kawano et al., 1995 ; Bartsch, 1996). Elle est exprimée
de maniere transitoire dans le mésenchyme dense pendant la formation des somites (Crossin
et al., 1986), ou elle est associée aux voies de migration des cellules de la créte neurale
(Tucker et al., 1993). Elle joue également un rdle important dans les processus de migration

des cellules granulaires du cervelet le long des fibres de la glie de Bergmann.

La TNR est exprimée tardivement pendant le développement et notamment par le lignage
oligodendrocytaire (Schachner et al., 1994). Lors de la maturation neuronale, durant les deux
a trois semaines post-natales, la TNR s’accumule au niveau des réseaux périneuronaux des
interneurones et des motoneurones, que ce soit dans le cortex, 1’hippocampe, le cervelet, la

rétine, le tronc cérébral et la moelle épiniere (Norenberg et al., 1996 ; Angelov et al., 1998).

I11.3.3 Les différents partenaires de la TNC et de la TNR

111.3.3.1 Les partenaires de la TNC (Figure 21).

La TNC compte de nombreux partenaires qui sont aussi bien des protéines de la MEC que des
récepteurs cellulaires. Elle interagit avec la FN au niveau de ses propres domaines FN de type
Il (Hauzenberger et al., 1999 ; Chung et al., 1995), mais également avec des protéoglycans
neuronaux et selon différents degrés d’affinités (Day et al., 2004). Certains de ces récepteurs
cellulaires ont été identifiés, dont les intégrines a9B1, a8B1, avp3, avp6 (Yokosaki et al.,
1996 ; Denda et al., 1998), I’annexine Il (Chung et Erickson., 1994) ou le syndecan (pour
revue Chiquet-Erishmann et Chiquet 2003). Son interaction avec l'intégrine a8f1 régule la
croissance neuritique des neurones moteurs et sensoriels. Elle peut également se lier a ’EGFR
(Swindle et al., 2001), a la tyrosine phosphatase-3 (RPTPB) (Milev et al., 1997), a I’héparine
(Fisher et al., 1995) et a la protéine CALEB (chicken acidic leucine-rich EGF like domain
containing brain protein) (Shumacher et al., 2001 ) (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation schématique des protéines interagissant avec la TNC
Les domaines épissés (Al-D) sont nombreux chez I’homme. Cette caractéristique augmente le
nombre d’interactions possibles mais aussi le nombre de partenaires.

- Orend, 2005 -

111.3.3.2 Les partenaires de la TNR (Figure 22)

N

La structure a multidomaine et trimérique de la TNR suggere qu’elle servirait d’interface
entre la surface cellulaire avec laquelle elle a un point d’ancrage et les autres composants de
la MEC (Lundell et al., 2004). In vivo, elle est colocalisée avec les protéoglycans, le versican
et le phosphacan, comme le montrent les études in vitro (Aspberg et al., 1995 ; Asher et al.,
2002), ce qui laisse penser que ces composants sont impliqués dans des processus cellulaires

similaires et qu’ils forment un réseau complexe d’interactions.

Tout comme la TNC, la TNR peut se lier grace a ses domaines FN de type III, aux domaines
C-terminaux des lecticans mais avec des degrés d’affinité différents (Rauch et al., 1997 ;
Aspberg et al., 1997). La TNR présente une topographie d’expression similaire aux lecticans
(Grumet et al., 1994 ; Aspberg et al., 1997 ; Milev et al., 1998b) dont le brevican/BEHAB
(Brain Enriched Hyaluronic Acid Binding Protein) avec qui elle a le plus d’affinité. Sa
colocalisation avec ce lectican en de nombreux sites, notamment au niveau des réseaux

périneuronaux, suggere un role fonctionnel important dans le SNC en contribuant a2 maintenir
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une certaine stabilité structurale dans le cerveau mature (Hagihara et al., 1999 ; Bruckner et

al., 2000).

Des études in vitro, réalisées sur des cultures de neurones du poulet, ont montré que 1’ajout de
brevican, aggrecan, ou de neurocan altérait les effets induits par la TNR sur la morphologie
des axones (Zacharias et Rauch., 2006).

Au vu de ces données, en fonction du contexte développemental, les lecticans peuvent aussi

bien collaborer avec la TNR qu’inhiber son action.

La TNR interagit avec la contactine 1 (CNTN1 ou F3/11), une molécule d’adhésion cellulaire
de la membrane axonale (Rathjen et al., 1991 ; Zacharias et al., 2002) au niveau du ptme o
3% domaines FN de la TNR (Noremberg et al., 1995). Ce site de contact est trés proche de
celui des lecticans (4°™ domaine FN), ce qui suggere une éventuelle compétition entre les
lecticans et la contactine 1. Elle peut aussi se lier aux gangliosides exposés a la surface
cellulaire et bloquer les motifs RDG des intégrines, modulant ainsi 1’adhésion cellulaire et

inhibant le détachement cellulaire.
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Figure 22 : Représentation schématique des interactions entre la TNR et certains de ses
partenaires
La taille des fleches indique le degré d’affinité entre les composants.

- Rauch, 2007-
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I11.3.4 Fonctions de la TNC et de la TNR

11.3.4.1 La Ténascine C

Les effets de la TNC dépendent du lignage cellulaire par lequel elle est exprimée. Ainsi dans
les cultures de neurones hippocampiques d’embryons de rat, elle favorise la croissance
axonale, par contre on n’observe pas les mémes résultats dans des cultures de neurones de la
rétine (Faissner et al., 1997). La TNC est impliquée dans les processus de migration
cellulaire, et jouerait notamment un role dans la prolifération et la migration des neurones du
bulbe olfactif (Thomas et al., 1996). En outre, elle inhibe I’adhésion de 1’oligodendroglie et la
migration des cellules précurseurs O-2A (Kiernan et al., 1996) (Figure 23).

Figure 23 : Relations structure-fonction de la TNC

- Joester et Faissner, 2001 -

Les souris TNC -/- sont viables et fertiles (Saga et al., 1992 ; Forsberg et al., 1996), mais on
peut noter une anomalie de la coordination motrice, avec présence de jonctions
neuromusculaires anormales (Fukamauchi et al., 1996), une organisation anormale du stroma
tumoral et un recrutement des macrophages et des monocytes (Mackie, Tucker 1999), un
défaut de rémission suite a une glomérulonéphrite (Nakao et al., 1998) ou de 1ésion de la
cornée. Les souris mutantes présentent une altération de la plasticité synaptique
hippocampique (Evers et al., 2002) et un défaut dans les différents processus régénératifs

(Nakao et al., 1998 ; Cifuentes-Diaz et al., 2002).
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111.3.4.2 La Ténascine R

La TNR favorise la différenciation neuronale des cellules souches embryonnaires et le
recrutement des cellules souches neurales dérivées de 1’hdote comme apres une lésion
excitotoxique du striatum chez la souris (Hargus et al., 2008). Elle contribue a I’interaction
oligodendrocyte/neurone et influence le comportement cellulaire par adhésion/différenciation
ou par répulsion/inhibition de la croissance neuritique (Schachner et al., 1994). Elle favorise
I’adhésion des cellules neuronales (Zacharias et al., 2002), et elle peut empécher la croissance
neuritique in vitro grace a son interaction avec la CNTNI1 (Pesheva et al., 1993 ; Xiao et al.,
1998).

La TNR joue un rdle dans la formation des synapses GABAergiques. En effet, les analyses en
microscopie électronique de souris Knock out pour la TNR révelent une diminution du
nombre de synapses inhibitrices sur les neurones pyramidaux CAl, les synapses exposent de
plus petites zones actives et le nombre de vésicules ancrées est moindre (Nikonenko et al.,
2003). Les conséquences fonctionnelles sont séveres avec une diminution des récepteurs
GABAergiques post-synaptiques, ce qui induit une accumulation des ions K+ dans I’espace
extracellulaire et une dépolarisation chronique des terminaisons présynaptiques, une
augmentation spontanée de la libération de neurotransmetteur et une diminution du courant
post-synaptique inhibiteur.

Les souris TNR-/- sont viables et fertiles (Weber et al., 1999). Brievement, 1’anatomie du
cerveau et de la moelle épiniere est normale, cependant on note une altération de la
coordination motrice indiquant un déficit des fonctions cérébelleuses et suggérant des défauts
d’innervation et/ou de connexions intercellulaires (Montag-Sallaz et Montag., 2003). De plus,
les souris mutantes réagissent différemment a leur environnement et présentent un sévere
déficit de I’apprentissage associatif. On note également chez ces souris un désordre des
réseaux perineuronaux (Weber et al., 1999 ; Briickner et al., 2000). Leur phénotype révele
une diminution de la vélocité de la conduction axonale et une distribution altérée et diffuse du
phosphacan au niveau du nerf optique en comparaison au type sauvage ou le marquage est
plus ponctué (Weber et al., 1999).

Dans le génome, la TNR et la TNW sont tres proches (respectivement 1q24 et 1q23-24), il

serait intéressant de voir si la TNW est régulée positivement chez les souris TNR-/-.

Il existe des similitudes de fonctions entre la TNC et la TNR comme le démontrent les

différentes approches in vitro. Les premiers candidats qui compensent la délétion d’une
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molécule sont communément les membres homologues de la méme famille. Pour les TN, une
délétion de TNC et de TNR entraine 1I’augmentation d’une autre famille de glycoprotéine, les

fibulines (de type 1 et 2) (Rauch et al., 2005).

111.3.4.3 Expression des ténascines lors de la tumorigenése

v’ LaTNC

La TNC est réexprimée lors de certaines pathologies telles qu’une infection, une inflammation
ou lors de la tumorigenese (Chiquet-Ehrismann et al., 1986 ; Erickson et Bourdon, 1989;
pour revue Chiquet-Ehrismann et Chiquet, 2003).

Plusieurs études suggerent que 1’intensité d’expression de la TNC serait corrélée avec le grade
de malignité des gliomes et autres tumeurs (Herold-Mende et al., 2002) et son absence, a une
survie globale plus importante (Leins et al., 2003).

Elle est impliquée dans le remodelage tissulaire lors de la progression des glioblastomes. En
effet, dans ces tumeurs, le gene de la TNC serait activé par RBPJk un cofacteur de
transcription de Notch 2 qui se lierait a son promoteur et activerait sa transcription
(Sivasankaran et al., 2009). Les cellules cancéreuses de glioblastomes mais également de
mélanomes expriment elles-mémes la protéine, alors que dans la majorité des carcinomes, ce
sont les fibroblastes du stroma tumoral qui ’expriment. De récents travaux ont suggéré son
implication dans la progression des épendymomes de 1’enfant (Puget et al., 2009).

La TNC aurait une action directe sur les cellules tumorales en activant la prolifération,
I’invasion et la migration et aurait un impact sur les cellules endothéliales en favorisant
I’angiogenese et en inhibant la réponse immunitaire (Jones et Jones., 2000 ; Chiquet-
Erishmann et Chiquet., 2003). L’expression de la TNC a été mise en évidence, in vitro, dans
les cellules endothéliales en migration (Zagzag et al., 2002). In vivo, elle est détectée au
niveau des parois vasculaires tumorales des astrocytomes anaplasiques (Zagzag et al., 1996).
Des essais cliniques en phase II utilisant des anticorps anti-TNC ont montré des résultats

prometteurs chez des patients adultes atteints de gliomes malins (Reardon et al., 2006 ).

v LaTNW
Il existe des similitudes entre la TNC et la TNW en ce qui concerne le niveau du profil
d’expression, notamment au cours de la tumorigenese. La TNW est surexprimée dans le
cancer du colon et du sein et son dosage dans le sérum de patients pourrait permettre de

dépister certains de ces cancers (Degen et al., 2008).
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L’étude récente de Martina et collaborateurs, analyse pour la premiere fois, I’expression de la
TNW dans les gliomes humains et montre que, contrairement a la TNC produite par les
cellules tumorales, la TNW est localisée autour des vaisseaux sanguins exclusivement dans le
compartiment tumoral (Martina et al., 2010). In vitro, elle aurait un effet sur la migration des

cellules endothéliales HUVEC, suggérant un role pro-angiogénique.

v’ La TNX
Lors de la tumorigenese, contrairement a la TNC et la TNW, I’expression de la TNX serait
plutdt inversement corrélée a la tumorigenese, comme dans les neurofibromes malins ou des
analyses en microarray ont montré que la TNX était régulée négativement (Hasegawa et al.,
1997 ; Levy et al., 2007). Ces observations sont en accord avec les travaux de Matsumoto et
collaborateurs qui ont mis en évidence une augmentation de I’invasion tumorale et des
métastases chez des souris déficientes en TNX inoculées avec une lignée cellulaire de
mélanome ; ce comportement s’expliquerait par I’augmentation de I’expression de certaines

metalloprotéases chez les souris TNX-/- (Matsumoto et al., 2001 ).
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PRESENTATION DES TRAVAUX

La majeure partie de mon travail a porté sur la caractérisation de KIAA 0510, une séquence
pour laquelle il n’existe aucune référence bibliographique, et décrite dans les bases de
données comme un transcrit de fonction inconnue. L’analyse bio-informatique préliminaire
réalisée au laboratoire a montré que la structure de cet ARNm était le résultat d’une fusion
entre des séquences provenant des chromosomes 14 et 1. Il correspond, en réalité, a une partie
de la région 3’-non codante du gene de la TNR, une glycoprotéine matricielle, présente

exclusivement dans le systeme nerveux central.

Par hybridation in situ, nous avons confirmé la surexpression de la TNR dans les
astrocytomes pilocytiques. Une collaboration avec le Pr P. Pesheva de 1’université de Bonn a
permis de finaliser ces travaux grace a des anticorps spécifiques dirigés contre la TNR
humaine. Différentes tumeurs ont été analysées par immunohistochimie, et les résultats
montrent que I’expression de la TNR est inversement corrélée au grade de malignité. Ces
résultats ont €été publiés cette année dans Neuropathology and Applied Neurobiology
(publication 1). Nous avons également recherché I’expression de la TNR dans le cerveau
normal humain au cours du développement et montré que 1’expression de cette protéine est
finement régulée de maniere spatio-temporelle. Elle pourrait jouer un rdle dans 1’organisation

du cortex humain (publication 2 soumise a Journal of Comparative Neurology).

En parallele, je me suis intéressée aux astrocytomes pilocytiques, classiquement considérés
comme bénins mais qui ont un pronostic qui dépend en réalité largement de leur localisation.
En particulier, les astrocytomes de la région hypothalamo-chiasmatique posent d’importantes
difficultés thérapeutiques alors que les astrocytomes pilocytiques du cervelet sont bien
circonscrits et d’évolution favorable apres exérese chirurgicale. Nous avons démontré que ces
deux types d’astrocytomes pilocytiques avaient une signature moléculaire différente mais
partagée avec celle de la zone du cerveau dont ils pourraient dériver. Ainsi le pronostic
différent de sous-types d’astrocytomes pilocytiques est sous-tendu par des caractéristiques
moléculaires distinctes. Cette étude a fait I’objet d’une collaboration avec le groupe industriel

Sanofi-Aventis et a été publiée dans Brain en 2009 (publication 3).

68



Chapitre II : Présentation des travaux

PUBLICATION 1

KIAA0510, le 3’-non codant de la ténascine R, et la ténascine R sont

surexprimés dans les astrocytomes pilocytiques.

“KIAAO510, the 3’ untranslated region of the tenascin-R gene, and tenascin-R are
overexpressed in pilocytic astrocytomas”.

I. El Ayachi, N. Baeza, C. Fernandez, C. Colin, D. Scavarda, P. Pesheva and

D. Figarella-Branger

Neuropathology and Applied Neurobiology 2010; 36(5): 399-410.

Le développement de nouvelles thérapies efficaces contre les gliomes dépend d’un diagnostic
précis et d’une meilleure compréhension de leurs spécificités moléculaires et de leurs
comportements. L’analyse comparative des profils transcriptomiques des astrocytomes
pilocytiques et des glioblastomes a mis en évidence des profils d’expression radicalement
différents entre ces deux types de tumeurs (Colin et Baeza et al., 2006). Parmi ces genes,
KIAA 0510 est le plus surexprimé dans les astrocytomes pilocytiques (soit 7.5%) par rapport
aux glioblastomes. Il est décrit pour la premiere fois en 1997, par 1’équipe de Seki et
collaborateurs, impliquée dans le projet KAZUSA dont le but est de caractériser les ARNm
qui encadrent les genes codant pour les grosses protéines, et d’identifier par séquencage de
nouveaux ARNm de cerveau humain. KIAA 0510 est un ARNm de 5596 bp localisé dans la
région 25 du chromosome 1 pour lequel aucun cadre de lecture n’a été décrit. Une étude
extensive de sa séquence a été réalisée grace aux outils bio-informatiques et elle apparait plus
complexe que sa description initiale. La stratégie de RT-PCR chevauchantes développées tout
le long de la séquence de KIAA 0510 suggere qu’elle correspondrait en fait a la région 3” non
codante du gene TNR. La TNR est une protéine de la matrice extracellulaire exprimée de
maniere exclusive dans le systeme nerveux central, elle est connue pour ses propriétés
adhésives et répulsives notamment lors du développement embryonnaire et son expression
dans les gliomes n’a jamais été étudiée. Nous avons quantifié par plusieurs techniques
(hybridation in situ, immunohistochimie, Q-RT-PCR), I’expression de la TNR dans un large
panel de tumeurs cérébrales (astrocytomes pilocytiques, glioblastomes, gliomes de grade II et
III, gangliogliomes, méningiomes et épendymomes). Sa surexpression dans les bas grades et
tout particulierement dans les astrocytomes pilocytiques suggere qu’elle pourrait jouer un role

modérateur dans la gliomagenese.
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PUBLICATION 2

La distribution spatio-temporelle de la ténascine R au cours de la

corticogenese est corrélée a la migration neuronale.
“Spatio-temporal distribution of tenascin-R in the developing human cerebral cortex
parallels neuronal migration”.
I. El Ayachi, C. Fernandez, N. Baeza, A. Maues de Paula, P. Pesheva and
D. Figarella-Branger

En révision dans Journal of Comparative Neurology

La TNR est une glycoprotéine de la matrice extracellulaire exprimée spécifiquement dans le
systeme nerveux central. Dans cet article, nous décrivons pour la premiere fois la distribution
spatiale et temporelle de la TNR au cours du développement du cortex cérébral humain. Des
marquages immunohistochimiques réalisés sur des coupes de cerveau de foetus agés de 7 a 40
semaines d’aménorrhée (SA) montrent une expression progressive de la protéine au cours de
la formation du néocortex jusqu'a devenir totalement matricielle. A des stades précoces, les
profils d’expression dessinent un marquage en double bande qui délimite la future plaque
corticale. Ensuite, de 14 a 30 SA, le marquage de la TNR s’étend au cortex entier, des
couches profondes vers la zone marginale selon la progression « inside out layering ». Le
marquage intercellulaire fin et sinueux est en corrélation avec 1’axe de migration neuronale.
Le striatum et le thalamus sont faiblement positifs avant la 14°™ SA, et cette positivité
s’intensifie avec la maturation du cerveau. A tous les stades de développement que nous
avons analysés, la zone germinative, le corps calleux, la commissure antérieure et la capsule
interne apparaissent négatifs. Nos observations montrent une expression dynamique de la
TNR pendant la formation du cortex cérébral qui pourrait suggérer son implication dans la

formation du néocortex et/ou la migration neuronale.
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PUBLICATION 3

Les astrocytomes pilocytiques des voies optiques dérivent des cellules de la glie

radiaire et présentent une signature moléculaire spécifique.

“Pilocytic astrocytoma of the optic pathway: a tumor deriving from radial glia cells with
specific gene signature”
A. Tchoghandjian, C. Fernandez, C. Colin, I. El Ayachi, B. Voutsinos-Porche, F. Fina,
D. Scavarda, M.D. Piercecchi-Marti, D. Intagliata, L’H. Ouafik, C. Fraslon-Vanhulle,
D. Figarella-Branger.
Brain 2009; 132(Pt 6): 1523-35.

Les astrocytomes pilocytiques constituent un sous-type de gliomes essentiellement
pédiatriques, de grade I dans la classification de I’OMS. Tumeurs classiquement reconnues
comme peu agressives, leur pronostic dépend en réalité de leur localisation, les astrocytomes
pilocytiques de la région hypothalamo-chiasmatique étant de pronostic beaucoup plus
péjoratif car les cellules tumorales envahissent volontiers 1’ensemble des voies optiques. Ils
sont tres invalidants et peuvent s’accompagner d’une cécité progressive et de troubles
endocriniens majeurs. L’exérese chirurgicale totale reste impossible et ils sont peu sensibles
aux thérapeutiques adjuvantes utilisées actuellement. Afin de développer des thérapies
ciblées, il est nécessaire de connaitre leur origine exacte et de comprendre les processus qui
conduisent a leur développement.

Notre hypothese suggere que la différence de comportement entre astrocytomes pilocytiques
de la fosse postérieure et ceux de la région hypothalamo-chiasmatique pourrait étre liée a des

propriétés moléculaires intrinseques spécifiques.

En utilisant des puces a ADNc de type Affymétrix, nous avons comparé les transcriptomes de
six astrocytomes pilocytiques de la fosse postérieure et cinq astrocytomes pilocytiques de la
région hypothalamo-chiasmatique et avons mis en évidence deux profils moléculaires
spécifiques a chaque localisation avec 474 genes différentiellement exprimés.

Parmi les 349 genes fortement surexprimés dans les astrocytomes pilocytiques de la région
hypothalamo-chiasmatique, 36 geénes sont impliqués dans 1’adhésion, la migration et
I’angiogenese, 37 geénes dans le contrdle cellulaire et 11 genes dans le contréle de 1’apoptose.

De maniere intéressante, 37 genes impliqués dans les processus développementaux sont
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également surexprimés. De plus, nous avons observé des similitudes moléculaires entre les
astrocytomes pilocytiques de la région hypothalamo-chiasmatique et le chiasma optique en
développement. En effet, nous avons montré que les genes LHX2, SIX6, CDKS, PTEN et
NOTCH?2 étaient exprimés dans les astrocytomes pilocytiques de la région hypothalamo-
chiasmatique et dans le chiasma optique en développement mais pas dans le cervelet en
développement. Par une analyse morphologique et immunohistochimique de la région
hypothalamo-chiasmatique normale au cours du développement (fcetus, enfant, adulte) nous
avons mis en évidence une population cellulaire de type « glie-radiaire-like ». Ces cellules
observées entre 19 SA et 32 SA présentent une morphologie allongée GFAP+/vimentine+,

3éme

expriment LHX2 et SIX6, contactent le mur du ventricule et émettent de longs
prolongements vers le nerf optique. Ces cellules ne sont pas identifiables avant 19 SA, ni
chez I’adulte. En revanche, une petite population de ce type cellulaire persiste juste au dessus
du chiasma optique mature. Ainsi les astrocytomes pilocytiques du cervelet et de la région
hypothalamo-hypophysaire pourraient dériver de précurseurs gliaux distincts, présents dans
ces zones au cours du développement. L’ensemble de ces travaux ouvre de nouvelles pistes

quant aux voies de signalisation impliquées dans la tumorigenese mais également a 1’origine

du développement des astrocytomes pilocytiques de la région hypothalamo-chiasmatique.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES



Au cours de cette these, deux axes principaux ont été abordés. Les discussions et les

perspectives des travaux qui en découlent seront discutées séparément.

1. KIAA 0510 ET LA TENASCINE R DANS LES GLIOMES

1.1 Discussion des résultats

I.1.1 Choix et justification des techniques

L.1.1.1 Choix de I’hybridation in situ

Aucun cadre de lecture issu de la séquence KIAA 0510 n’était décrit dans les bases de
données et nos propres analyses in silico n’ayant pas été concluantes, il était impossible de
définir une séquence protéique et donc un anticorps spécifique contre celle-ci, afin de réaliser
une étude d’expression sur coupes de tissu. Nous avons choisi une approche par hybridation
in situ, qui est la technique la plus appropriée pour mettre en évidence un ARNm. Grace a une
sonde issue de la région identifiée lors de I’Hybridation Soustractive Suppressive (SSH)
(Colin et Baeza et al., 2006), nous avons analysé I’expression de KIAA 0510 dans le cerveau
normal, dans d’autres tissus humains et dans différentes tumeurs du SNC. Nos résultats
montrent que KIAA 0510 est surexprimé dans 100 % des astrocytomes pilocytiques testés,
alors que la plupart des autres tumeurs et tissus sains analysés ne 1’expriment pas ou tres

faiblement.

1.1.1.2 Choix des RT-PCR chevauchantes versus RACE 5’ PCR

Les données bioinformatiques montrent que KIAA 0510 est une séquence plus complexe que
la description initiale faite par le projet Kazusa, puisqu’elle est en réalité le résultat d’une
fusion entre un fragment court du chromosome 14 et un fragment plus long du chromosome 1.
Aucune fusion de ce type n’est décrite dans la littérature et nos investigations par RT-PCR
vont dans le méme sens en confirmant I’absence de fusion. Nous concluons donc qu’il
n’existe pas de fusion 14/1 et que la séquence KIAA 0510 décrite dans la base de données
NCBI est erronée. Ceci est certainement le résultat d’un artéfact d’alignement de séquences
apres séquencage des fragments concernés. Nous nous sommes donc concentrés a rechercher

I’extrémité 5° de cet ARNm afin de mettre en évidence un cadre de lecture. Nous avons
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cependant envisagé que la séquence complete puisse €tre un ARN de transfert, un ARN

ribosomique ou un ARN non codant.

La technique de RACE (pour « Rapide Amplification of c-DNA ends ») permet d’identifier les
extrémités 5’ et 3° d’'un ARNm (Frohman et al., 1988). En utilisant une amorce spécifique
orientée vers I’extérieur de la séquence, cette technique permet de remonter plus loin en 5’ ou
3’. Cependant, cette technique est longue et comporte plusieurs étapes critiques (clonages des
fragments). Nous avons donc opté pour une stratégie par RT-PCR chevauchantes en utilisant
deux amorces, la premiere (anti-sens) en 3°, spécifique a la région KIAA 0510, I’autre (sens)
en 5’ de KIAA 0510, spécifique de la région décrite comme étant de 1°ADN génomique non
codant. Ainsi, en amplifiant successivement 8 s€quences chevauchantes dirigées en amont de

KIAA 0510, nous avons atteint le gene TNR.

I.1.2 Caractérisation de la séquence KIAA 0510

KIAA 0510 correspond donc a la région 3’ du géne TNR. D’autre part, la taille importante de
cet ARNm (les expériences de RT-PCR suggerent en effet qu’elle est supérieure a 11 kpb) est
en accord avec les données bibliographiques, puisqu’en 1996, I’équipe de Zardi a démontré
par Northern blot la présence dans les astrocytomes de 2 ARNm de la TNR de 10 et 11 kpb,
alors que la taille décrite dans la base de données NCBI est de 5190 pb. Cette différence
significative n’est pourtant pas commentée par les auteurs (Carnemolla et al., 1996). Nous
nous sommes demandés si KIAA 0510 et la région génomique non codante présente en
amont, ajoutées a I’ARNm décrit de la TNR, codaient pour une nouvelle protéine. Nous avons
établi une collaboration avec le Pr P. Pesheva (Neuro- and Tumor Cell Biology Group,
Université de Bonn, Allemagne), qui étudie depuis de nombreuses années le role de la TNR
au cours du développement. Nous avons ainsi obtenu deux anticorps spécifiques de la TNR
humaine, un polyclonal et un monoclonal, qui reconnaissent tous deux les deux isoformes de
la TNR de 160 et 180 kDa et qui peuvent aussi bien étre utilisés pour des techniques de
Western Blot que d’immunohistochimie. Les expériences de Western blot, avec 1’anticorps
monoclonal, ont montré qu’il n’y avait pas d’isoforme particuliere dans les astrocytomes
pilocytiques puisque le profil mis en évidence était identique a celui retrouvé dans le cerveau
normal, c'est-a-dire deux isoformes de 160 kDa et 180 kDa, cette dernicre étant majoritaire.
Les QRT-PCR réalisées sur les astrocytomes pilocytiques et les glioblastomes, ont montré une

superposition d’expression de KIAA 0510 et de la TNR pour un méme échantillon constituant
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un argument supplémentaire en faveur de notre hypothese qu’il s’agirait d’un seul et méme
ARNm.
L’ARNm de la TNR contiendrait donc une région 3’ plus longue que celle décrite dans la

base de données NCBI, cette région n’influant pas sur la taille de la protéine.

I.1.3 Expression de la TNR dans les gliomes et autres tumeurs du SNC

L’anticorps polyclonal spécifique de la TNR humaine, issu du laboratoire du Pr P. Pesheva, a
été utilisé pour la mise en évidence de la protéine sur coupes de tissus fixés en formol et
inclus en paraffine. L’étude sur une large cohorte de tumeurs, 44 astrocytomes pilocytiques et
53 glioblastomes, bien caractérisés sur le plan clinique et inclus en Tissue-Micro-Array, a
confirmé une différence de taux d’expression tres significative entre ces deux groupes de
tumeurs. Nous avons analysé d’autres tumeurs (gliomes de grades II et III (n=36),
gangliogliomes (n=11), méningiomes (n=18) et épendymomes (n=23)) et nos résultats
montrent que le niveau d’expression de la TNR est inversement corrélé au grade de malignité,
sa surexpression étant particulicrement marquée dans les astrocytomes pilocytiques et la
plupart des gangliogliomes.

Nous pouvons supposer que 1’expression de la TNR dépend de la composition cellulaire de
chaque type tumoral. En effet, de précédents travaux menés pour mieux comprendre
I’histogenese des gliomes nous ont permis de montrer que ces tumeurs contenaient toutes un
mélange hétérogene de types cellulaires composé de cellules précurseurs indifférenciées et de
leur descendance, grace a un parallele établi avec le lignage glial normal décrit dans la
littérature. In vitro, en présence des facteurs de croissance bFGF et PDGF, nous avons montré
que les astrocytomes pilocytiques contenaient des cellules précurseurs de type O-2A/OPC,
bipotentielles in vitro, et les glioblastomes étaient entre autre composés d’une sous-population
de cellules GRP tripotentielles, transformées et proliférantes (Colin et al., 2006). Dans le
lignage glial, le progéniteur GRP est plus précoce que I’O2A/OPC (Gregori et al., 2002) et
n’exprime pas le récepteur alpha du PDGF (PDGFRa) (Nishiyama et al., 1996a et b),
contrairement a ce dernier. Or, plusieurs travaux menées sur des cellules O2A/OPC de
rongeur ont montré que la culture de ces progéniteurs en présence de PDGF entrainait leur
différenciation en oligodendrocyte mature GalC+/MBP+/PLP+ et une surexpression de la
TNR par ces cellules. Le méme résultats était obtenu apres avoir levé la pression de sélection
par les facteurs de croissance bFGF et PDGF (pour revue, Pesheva et Probstmeier, 2000 ;

Figure 24). Au vu de ces données, nous pouvons penser que la TNR retrouvée dans les
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astrocytomes pilocytiques et non dans les glioblastomes est exprimée par les cellules
02A/0OPC PDGFRo+. Toutefois, 15% des glioblastomes que nous avons étudiés en
immunohistochimie exprimaient la TNR, bien qu’avec une faible intensité. Or, les
glioblastomes « proneuraux » décrits par Phillips sont caractérisés par 1’expression du
PDGFR« et sont de meilleur pronostic. Ce sont généralement des glioblastomes secondaires,
dérivés de gliome de plus bas grade et qui surviennent chez 1’adulte jeune. De plus, ils
expriment aussi fortement le brevican, partenaire privilégié de la TNR. Nous n’avons
cependant pas étudié dans notre série I’expression de ces molécules dans les glioblastomes
analysés en immunohistochimie pour la TNR.

Ces données constituent un argument supplémentaire quant au role du PDGF dans
I’expression de la TNR et la corrélation de 1’expression de cette protéine avec un meilleur

pronostic.

GalC* MBP* PLP*

+PDGF
A TH-R A
differentiation
A2B5t 04t GalC"
GalC+ MBP+ PLP*
B +TN-R
er—— TN-R A
0-2A progenitor increased rapidily of
ditferentiation
[erA]
c + [bFGF + PDGF) O O O - [bFGF + PDGF) D

-

OO0

continuous proliferation and
inhibilion of dilferentiation

Figure 24: Effet de la TNR sur la différenciation des cellules O-2A
- Pesheva et Probstmeier, 2000 -
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1.2 Projets en cours et perspectives

1.2.1 Fonction biologique du KIAA0510

Dans le cerveau, les ARNm les plus abondants sont ceux dont le 3’-non codant est le plus
long. Le nombre d’ARNm avec un 3’-non codant long augmente au cours de 1’évolution mais
la relation entre la taille du 3’-non codant et le taux d’expression de I’ARNm auquel il
appartient n’est pas encore bien comprise. Okazaki et collaborateurs se sont intéressés aux
mKIAA (exprimés dans le cerveau de souris) ; il existerait au niveau de ces séquences des
éléments qui réguleraient les taux d’ARNm, notamment le temps de demi-vie des séquences
qui codent pour des protéines impliquées dans la régulation de la prolifération et la
différenciation cellulaire, en réponse aux stimuli inflammatoires et environnementaux. Parmi
ces élements, ils ont mis en évidence les AU-ARE (adénylate uridylate-rich elements) et les
15-LOX DICE (cytidine-rich 15-lipoxygenase) (Okazaki et al., 2005).

Ces données soulevent deux questions majeures :

- KTAA 0510 influence t-il le temps de demi-vie de la TNR ?

- Existe-t-il des éléments régulateurs dans cette séquence ?

Selon notre théorie, KIAA 0510, 3’-non codant de la TNR, augmenterait le temps de demi-vie
de son ARNm et permettrait de le stabiliser, ce qui contribuerait donc a maintenir un taux
élevé de TNR dans les astrocytomes pilocytiques.

Plusieurs techniques permettent de mesurer le temps de demi-vie d’'un ARNm. La plus simple
est celle utilisant des inhibiteurs de la transcription comme 1’actinomycine mais nous ne
disposions pas de cellules exprimant de maniere abondante la TNR humaine sans la séquence
KIAA 0510. Nous avons donc opté pour une approche par sous-clonage de la région KIAA
0510 d’intérét (fin de la séquence TNR décrite dans la base de données NCBI + région
génomique + KIAA 0510) en aval du gene rapporteur de la luciférase, dans le vecteur PGL3
(Figure 25).

Néanmoins, KIAA 0510 reste une séquence difficile a cloner dans un tel type de vecteur. En
effet, la présence de nombreux site de coupures tout le long de la séquence correspondant au
méme site d’insertion dans le vecteur PGL3 ne permet pas de la cloner entierement. Des

fragments de tailles différentes (entre 500 et 2700 pb) ont donc été amplifiés par RT-PCR.
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Pour des raisons pratiques, ces fragments ont été dans un premier temps sous-clonés dans le
vecteur pPGEMT puis dans le vecteur PGL3, en aval du gene de la luciférase (Figure 26).

Cette stratégie de clonage sera néanmoins améliorée. En effet, la grande taille de certains
fragments risque d’engendrer des mutations lors de I’amplification par RT-PCR. C’est
pourquoi, I’utilisation d’une polymérase a tres haute fidélité permettra d’avoir une meilleure
qualité d’amplicons. De plus, pour avoir moins de difficulté a insérer les fragments dans le

bon sens (5’=3’), nous clonerons des fragments plus courts (Figure 26).

Synthetic poly A signal/
transcriptional pause site

Figure 25 : Vecteur pGL3 (5010 pb) montrant le site d’insertion Xbal des fragments

Codon

1000

STOP:
40711 54565
i i KiAS start Fidd end:
FTNR EE701 62161
T I
54005 54605

S Promoteur SV40 Gene de la luciférase _ polyA —

— Promoteur SV40 Gene de la luciférase polyA

Figure 26 : Stratégie de clonage du 3’-non codant de ’ARNm TNR
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La qualit¢ d’amplification des différents fragments (absence de mutations) ainsi que
I’orientation d’insertion seront contrélées par séquencage puis les clones seront transfectés
dans les cellules U87 de GBM. L’expression de la luciférase sera quantifiée par un
luminometre. Si un(des) fragment(s) issu(s) de cette région 3’ a un effet sur le temps de demi-
vie de ’ARNm produit par la construction, 1’expression de la luciférase devrait étre plus
importante. Par cette technique, nous saurons si la taille du 3’-non codant plus ou moins long
influe sur le temps de demi-vie du transcrit et nous espérons également mettre en évidence,

s’ils existent, des éléments régulateurs de la transcription.

1.2.2 Role de la TNR dans les gliomes

La TNR fortement exprimée au cours du développement cérébral par les cellules qui ont
stoppé leur migration (cf Publication 2), semble intervenir dans les astrocytomes pilocytiques
pour empécher les cellules tumorales d’envahir le parenchyme cérébral sain adjacent. Dans ce
contexte, plusieurs questions doivent étre abordées :

- Est-ce que, in vitro, une matrice de TNR peut avoir un effet anti-migratoire et/ou
différenciant sur les cellules de glioblastomes qui ne I’expriment pas in vivo ? Au contraire,
est-ce que la TNC, fortement exprimée par ces tumeurs, a un effet inverse ?

- Est-ce que des cellules de glioblastomes, exprimant par transfection la TNR, et greffées chez
I’animal ont un comportement migratoire différent des cellules sauvages ?

- Est-ce que I’absence d’expression de la TNR par les cellules d’astrocytomes pilocytiques
modifie leur phénotype, rendant celles-ci plus agressives (invasion, prolifération, dé-

différenciation) ?

1.2.2.1 Etudes in vitro

Nous nous proposons de tester le role de la TNR sur les cellules de glioblastomes qui, dans
85% des cas, ne I’expriment pas in vivo. Pour cela, nous disposons dans le laboratoire d’un
circuit de recrutement de tissus frais, en collaboration avec le Service de Neurochirurgie du
CHU de la Timone, a partir desquels nous pouvons réaliser des cultures d’explants (Colin et
al., 2006). Nous avons également acces a la lignée classique de GBM U87 et a deux autres
lignées récemment établies et caractérisées au sein de I’équipe (GBM6 et GBM9), dérivées de
cellules souches de glioblastomes (Tchoghandjian et Baeza et al., 2010).

Dans un premier temps, nous avons confirmé par Q-RT-PCR I’absence d’expression de la

TNR dans les cellules U87 ; par contre elles expriment fortement la TNC. Nous avons ensuite
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étudié leur comportement sur matrice de protéines humaines recombinantes TNR ou TNC (2
pg/ml) ou directement sur plastique. Nous avons constaté qu’en présence de TNC, les cellules
U87 proliferent sans adhérer fortement et forment des domes sphéroides (Figure 27). En
revanche, sur matrice de TNR comme sur plastique, les cellules se différencient rapidement

par adhésion et proliferent moins (Figure 28).

Figure 27 : Lignée cellulaire U87 sur matrice de TNC. Aspect apres 7 jours de culture

(Grossissement X5)

Figure 28 : Lignée cellulaire U87 sur matrice de TNR. Aspect aprés 7 jours de culture

(Grossissement X5)

La TNR semble donc avoir un effet anti-prolifératif sur les cellules U87, mais n’empéche pas
leur adhésion. Ces expériences préliminaires sur matrice seront également réalisées avec des
cultures primaires de glioblastomes sous forme d’explants. Afin de poursuivre nos
investigations, nous envisageons de transfecter I’ADNc de la TNR dans les cellules U87 et les
2 lignées GBM6 et GBM9 (qui n’expriment pas non plus le transcrit en Q-RT-PCR) sous le

controle d’un promoteur ubiquitaire et de tester in vitro le comportement de ces cellules d’un
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